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CAMPO DE LA INVENCION 

La presente invenci6n se refiere a un metodo para reducir el contenido de 
componentes con fdsforo en un aceite comestible que incluye una elevada cantidad de 
f6sfora no hidratable, mediante el uso de una fosfolipasa. 
5 Adem^is, la presente invencibn se refiere a una enzima con actividad fosfolipasa, 

a una secuencia clonada de ADN que codifica la enzima con actividad fosfolipasa, a un 
metodo para producir la enzima y al uso de dicha enzima para varias aplicaciones 
industriales. 

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Desqomado enzimatico de aceites comestibles que incluven una cantidad relativamente 

alta de contenido de f6sforo no hidratable: 

Se conoce el uso de la fosfolipasa para el desgomado enzimdtico de un aceite 

comestible desgomado con agua (US 5.264.367. Metallgeseilschaft, Rdhm) para reducir 
1 5 el contenido de fosforo de dicho aceite comestible desgomado con agua. 

No obstante, este proceso puede mejorarse, especialmente para realizar el 

desgomado enzimatico de aceites comestibles que incluyen una alta cantidad de fosforo 

no hidratable (NHP) y/o cantidades relativamente altas de mucilago. 

Consecuentemente, un objetivo de la invencion es proporcionar un metodo para 
20 reducir el contenido de componentes con fosforo de dichos aceites. donde dicho m§todo 

consta del uso de una fosfolipasa. 

Una fosfolipasa de la invena'6n 

Fosfolipidos. como lecitina o fosfatidicolina. consisten en glicerol esterificado con 

dos acidos grasos en una posicidn externa (sn-1) y mediana (sn-2) y esterificados con 
25 acido fosfdrico en la tercera posici6n; el acido fosf6rico, a su vez, puede ser esterificado 

para un aminoalcohol. Las fosfolipasas son enzimas que participan en la hidrotisis de 

fosfolipidos. Pueden distingulrse diferentes tipos de actividad fosfolipasa. incluyendo 

fosfolipasas Ai (PLAi) y A2 (PLA2). las cuales hidrolizan un grupo acilo graso (en la 

posici6n sn-1 y sn-2. respectivamente) para formar lisofosfolipido; y la lisofosfolipasa (o 
30 fosfolipasav B _(PLB)).^^.Ja cual puede hjdrplizar el grupo acilo graso restante en 

lisofosfolipido. 

Esta invencidn se refiere i.a. a una fosfolipasa fungica filamentosa que tiene la 
capacidad de hidrolizar uno y/o ambos grupos acilos grasos en un fosfollpido (es decir. 
presenta actividad PLA y/o PLB ). 
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Enzimas funqicas PLA v/o PLB caracterizadas prevramente: 

Numerosas referencias describen la caracterizacion de la fosfolipasas fungicas. 
Con el objetivo obtener una perspectiva del estado de la tecnica precedente mas 
facilmente, las referencias se han agrupado en dos secciones. 
5 La primera seccion trata las referencias que describen la identificacion de las 

fosfolipasas ifungicas. las cuales no se cree actualmente que est^n reladonadas con la 
fosfolipasa fungica de la presente invencion. Estas referencias se incluyen principalmente 
con el objetivo de resumir el estado de la tecnica dentrp del can^po de la caracterizaci6n 
de las fosfolipasas fungicas. 
10 La segunda secci6n trata las referencias que describen la caracterizaci6n de las 

fosfolipasas fiingicas, las cuales se cree que tienen relevancia en cuanto a las 
fosfolipasas fungicas de la presente invencion. 
Primera seca6n 

Se han encontrado enzimas con actividad fosfolipasa A y/o B en varias fuentes 
15 fungicas. incluyendo Penicillium notatum (tambi^n conoddo como P. 

chrysogenum: N. Kawasaki. J. Biochem.. 77, 1233-44. 1975; N. Masuda et al.. Eur. J: 
Biochem.. 202, 783-787. 1991). P. cydopium (Process Biochemistry 30(5): 393-401 
(1995)). Saccharomyces cerevisiae (M. Ichimasa et al.. Agric. Biol. Chem.. 49 (4). 1083- 
89. 1985; F. Paultauf et al.. J. Biol. Chem.. 269, 10725-30. 1994). Toruiaspora delbrveckii 
20 (del antiguo nombre Saccharomyces rosei; Y. Kuwabara, Agric. Biol. Chem., 52 (10). 
2451-58, 1988; FEMS. Microbiol. Letters, 124. 29-34), Schizosaccharomyces pombe (H. 
Oishi et aL. Biosd. Biotech. Biochem.. 60 (7). 1087-92. 1996). Aspergillus a/ger (Technical 
Bulletin. G-zyme™ G999. Enzyme Bio-Systems Ltd.; Process Biochemistry 30(5): 393-401 
(1995)) y Corticium centrifugum (S. Uehara et al., Agric. BioL Chem., 43 (3). 517-525. 
25 1979). 

Segunda secci6n: 

La EP 575133 A2 describe el aislamiento y la caracterizaci6n de una fosfolipasa 
fungica Al obtenida a partir de Aspergillus y su uso para aplicadones industrials. 

No se describe ninguna infonmaci6n de la secuenda (ni ADN ni amino^cido) en la 
30 solicitud. ni ninguna:estrategia o sugerencia para clonar cualquiera de las fosfolipasas de 
Aspergillus discutidas o indicadas en la solicitud. 

Tsung-Che et al. (Phytopatological notes 58:1437-38 (1968)) describe 
brevemente la caracterizad6n de una fosfolipasa de Fusarium solani. 

La EP1 30064 describe una fracci6n aislada de un caldo de fermentacidn que 
35 presenta actividad lipasa obtenida de la cepa de Fusarium oxysporum, DSM 2672. 
Adem^s. se describe su uso en las composiciones detergentes. No obstante, la EP 
1 30.064 no describe esta fracci6n como exposicidn de cualquier actividad fosfolipasa. 
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La WO 96/13579 describe una lipasa obtenida de la cepa de Fusarium culmorum, 
CBS 513.94 que incluye su secuenda N-terminal. 

No obstante, la WO 96/13579 no describe una enzima que presenta actividad 
fosfolipasa. 

5 Se describe una secuencia de ADNc que codifica una lipasa de Fusarium 

heterosporam (Cloning and nucleotide SECuence of cDNA encoding a lipase from 
Fusarium heterosporum, J. Biochem. 116, 536-540, 1994). Se cree que esta secuencia 
actualmente es la secuencia de ADN nricis relacionada en comparacidn con una 
secuencia clonada de ADN de la invenci6n (V6ase secct6n "Comparacidn con la tecnica 

10 precedente" (vease abajo). No obstante, esta referenda no describe una enzima con 
actividad fosfolipasa. 

Se describe una secuenda de ADNc que codifica una fosfolipasa B de Penicillum 
notatum (Eur. J. Biochem 202:783-787, 1991). Sin embargo, esta secuenda clonada de 
ADN tiene una homologfa muy timitada a una secuencia de ADN de la invencion (Vease 

15 secci6n "Comparaci6n con la tecnica precedente** (v§ase abajo). 
Aplicadon industrial de las fosfolioasas: 

En la tecnica se conocen varies usos de la fosfolipasas, como el uso de la 
fosfolipasas en, p. ej. el desgomado enzimdtico de un aceite desgomado con agua (US 
5.264.367, Metallgesellschaft, R6hm); tratamiento del hidrolizado de almidon 

20 (particularmente del almiddn del trigo) para mejorar la filtrabilidad (EP 219.269, CPC 
International): como aditivo para la masa del pan para mejorar la elasticid^d del mismo 
(US 4.567.046, Kyowa Hakko); y para la preparacion de lisolecitina con propiedades 
emulsionantes especiales. 

Actualmente, la fosfolipasa Lecitase® (Novo Nordisk A/S) se usa comercialmente 

25 para el desgomado de aceites. Lecitase® es una enzima mamlfera obtenida del pancreas 
de cerdo. 

Es bien. conodda la posibilidad de produdr enzimas fungicas recombinantemente 
con rendimientos aceptables industrial y econbmicamente, especialmente a partir de 
bongos filamentosos. 

30 : Consecuentemente, un objetivo de esta tnyend6n es prpporcipnarjuna fosfolipasa . 

mejorada p. ej. para el uso en los procesos anteriormente descritos. 

Ademas, un objetivo de la presente invencidn es describir unos procesos y 
m6todos para la produccion recombinante con rendimientos aceptables industrialmente 
de una fosfolipasa obtenida de un hongo filamentoso. 
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RESUMEN DE LA INVENCI6N 

El desgomado de aguia de aceites comestibles se realize mediante extracci6n con 
agua. En dicho tratamiento, una parte de los fosfitidos se deja en el acelte. Dicha- parte 
5 est^ descrita por el t^rmino generic© "fosfStidos no hidratables** (NHP). En la producci6n 
de aceites. es esendal eliminar el contenldo de NHP (US 5264367). 

La presente invencidn proporciona un m^todo para eliminar el contenldo de NHP 
en un aceite que incluye una cantidad relativamente alta de NHP. 

En consecuencia, en un primer aspecto la invendon se refiere a un m^todo para 
10 redudr el contenido de los componentes con f6sforo en un aceite comestible que tiene un 
contenldo de fdsforo no hidratable de al menos 50 partes por milldn medido per, 

0 tratamiento previo del aceite comestible, a 60X, mediante la adicidn de una 
soluci6n que incluye monohidrato de acido citrico en agua (agua ar^adida vs: 
aceite equivate al 4,8% peso/peso; [dcido cftrico] en fase de agua = 106 mM. en 
15 emulsion de agua/aceite = 4,6 mM) durante 30 minutos; 

ii) transferencia de 10 ml del agua tratada previamente en emulsi6n de aceite a un 
tubo; 

iii) calentamiento de la emulsi6n al baf^o maria durante 30 minutos; 

iv) centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos, 

20 v) transferencia de aproximadamente 8 ml de la fase superior (de aceite) a un tubo 
nuevo y asentamiento durante 24 horas; y 
vi) posteriormente. extracci6n de 2 gr. de la fase clara superior para la medici6n del 
contenido de fdsforo no hidratable (partes por milldn) en el aceite comestible; 
y donde dicho metodo consta del, 
25 contacto de dicho aceite a un pH de 1,5-8 con una so!uci6n acuosa de una fosfolipasa Ai, 
una fosfolipasa A2 o una fosfolipasa 6, cuya solucidn esta emutsionada en el aceite hasta 
que el contenido de fdsforo del aceite se reduce a menos de 11 partes por millon y 
posterior separact6n de la fase acuosa del aceite tratado. 

En otro aspecto. la invencidn se refiere a una nueva fosfolipasa donada. 
30 Nuevas investigaciones de la actividad.lipasa encoritrada en Fusarium oxyspdrvm;.. 

DSM 2672 (y descrita en EP 130.064) revetan que la fracddn aislada consta de diferentes 
componentes que tienen actividad lipasa. de los cuales uno presentaba actividad 
. fosfolipasa. 

A pesar de varias dificultades tdcnicas (v^ase abajo). los presentes inventores 
35 han sido capaz de clonar una enzima que presenta actividad fosfolipasa A de una cepa 
del genero Fusarium, m^s especificamente Fusarium oxyspotvm. 
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^sta es la primera vez que una fosfolipasa A fungica filamentbsa ha sido cionada 
y.en consecuencia, la presente invenci6n proporciona una secuencia cionada de: ADN 
que codtfica una enzrma de la fosfolipasa A fungica filamentosa. 

En consecuencia, un aspecto de la invencion se refiere a una secuencia donada 
5 de ADN que codifica un polip6ptido que tiene actividad fosfolipasa A, donde la secuencia 
de ADN se obtiene a partir de un hongo filamentoso. 

Se describe una secuencia de ADNc que codifica una fosfolipasa B de Penicillum 
notatum en Eur J. Biochem 202:783-787, 1991. 

No obstante, esta secuencia de ADN muestra solannente una identidad de ADN 
10 muy limitada del 39% a la secuencia de ADN de la presente invend6n (SEC ID Noi 1 23- 
1060) y, adem^s, una caracterfstica fisioldgica como masa molecular varia 
considerablemente entre dicho PLB de P, notatum (66 kDa) y una fosfolipasa de la 
invencidn (29 ± 10 kDa (v6ase abajo). 

Adem^s. una comparaci6n con el nucle6tido de la t^cnica precedente y 
13 secuencias de aminocicidos demuestran que la secuencia de ADN y/o ia secuencia de 
aminoacidos codificada correspondiente de la invenci6n tiene solo una pequena 
homologta en comparacion con cualquier secuencias de ADN y/o de aminodcidos de la 
t6cnica precedente (vease abajo). 

En consecuencia. actualmente se cree que la informacion de la secuencia de ADN _^ 
20 proporcionada en la presente solicitud serd altamente valiosa para, por ejempio, clonar 
otra fosfolipasa relacionada/homdioga que codifica secuencias de ADN, puesto que una 
sonda de hibridaci6n especifica y/o cebadores PGR pueden ahora f^cilmente construirse 
bas^ndose en dicha secuencia de ADN de la invenci6n. 

Ademas, actualmente se cree que es posible clonar una fosfolipasa A 
25 relacionada/homologa y/o fosfolipasa B que codifica secuencias de ADN basada en la 
informacidn de la secuencia proporcionada por la presente solicitud. 

En consecuencia. en otro aspecto la invencidn se refiere a una secuencia cionada 
de ADN que codifica una enzima que presenta actividad fosfolipasa A y/o fosfolipasa B. 
cuya secuencia de ADN estd seleccionada del grupo que incluye: 
30 (a) la fosfolipasa A que codifica parte de la secuencia de ADN^ cionada en pISsmido ^ 
pYES 2.0 presente en Escherichia coli DSM 1 1 299; 

(b) la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 23-1063 en la secuencia ID NO 
1. mas preferiblemente en las posiciones 113-1063 en la secuencia ID No 1, o 
incluso mds preferiblemente en las posiciones 113-929 en la secuencia ID No 1, o 

35 su cadena complementaria; 

(c) una secuencia de ADN que es homologa al menos en un 70% con dichas 
secuencias de ADN definidas en (a) o (b); 


NZAS-0007684 


(d) una secuencia de ADN definida en (a) o (b). la cual codifica un polip6ptido que 
presenta aclividad fosfolipasa y es homdioga al menos en un 70% con la 
secuencia polipeptfdica mostrada en las posiciones 31-346 de la secuencia ID No 
2, o m5s preferiblemente hombloga al menos en un 70% con la secuencia 
polipeplfdica mostrada en las posldones 31-303 de la secuencia ID No 2; 

(e) una secuencia de ADN que se hibridiza con una sonda de ADN de doble cadena 
que incluye la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 23-1063 en la 
secuencia ID No 1 con rigor bajo; 

(0 una secuencia de ADN que codifica para un polip6ptido que tiene las mismas 
secuencias de amino^cidos en los residues de las posiciones 1 a 346, 31 a 303 o 
31 a 303 de la secuencia ID No 2, o las secuencias de aminoacidos inciuidas por 
cualquiera de las secuencias de ADN de (e); y 

(g) una secuencia de ADN que es un fragmento de las secuencias de ADN 
especificadas en (a), (b), (c), (d), (e), o (0- 

Adem^s, una fosfolipasa de la invencidn ha sido intensivamente caracterizada y 
se ha descubierto que tiene actividad fosfolipasa con un pH bajo; esta propiedad es muy 
adecuada para el uso en el desgomado del aceite. La fosfolipasa no es un enlace de 
membrana, el cual es adecuado para la producci6n comercial y purificaci6n. 

En consecuencia. en otro aspecto la invenci6n se refiere a un polipeptido aislado 
que tiene actividad fosfolipasa A. cuyo polip6ptido se obtiene de una cepa del g^nero 
Ft/sanYy/n y tiene 

i) actividad PLA en el margen de pH 3-10, medido a 40*^0; 

ii) una masa molecular de 29 ± 10 kDa. como se detemnina por sistema de dilucidn 
simple por electroforesis en gel de poliacrimida (SDS-PAGE); 

iii) un punto isoetectrico (pi) en el margen 4,5-8; 

iv) una temperatura 6ptima para la actividad fosfolipasa en el margen entre 25-55*'C, 
medido con lecitina como sustrato con un pH 5; y/o 

V) un pH 6ptimo para una actividad fosfolipasa en el margen de pH entre 6-12. 
medido con lecitina como sustrato a 37**C. 

. Se muestra una secuencia de aminoacidos deducida de una fosfolipasa aislada ; t : : . - ; 
de la invenctdn en la secuencia ID No 2. 

Se ha determinado la secuencia N-terminal de aminodcidos de una fosfolipasa 
madura. secretada y aislada. DIcha secuencia N-terminaJ demuestra que la parte madura 
de una fosfolipasa de la invencidn. la cual tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en 
la secuencia ID No 2, comienza en el amino^cido No 31 en la secuencia ID No 2. Vease 
el ejempio para mas detalle (v§ase abajo). 
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Ademds. se ha determinado la secuencia C-terminal de una fosfolipasa activa y 
secretada de la invenci6n, la cual tiene la secuencia de ammoacidos nnostrada en la 
secuencia ID No 2. Dicha fosfolipasa C-terminal deternnlnada fue expresada 
recombinantemente en la cepa fungica filamentosa AspergiHus oryzae. V6ase el ejempio 

5 para m^s referencia. 

Estos resultados muestran que la enzima fue procesada en C-terminal durante la 
expresidn de A, oryzae, y los resultados indican que el Ser303 en la secuencia ID No 2 es 
e! residuo C-tenminal mds posible en la enzima activa y madura expresada. No obstante, 
estd previsto que pueda incluso tener lugar un tratamiento adicional de C-temninal (dando 

10 un fragmento de dichas secuencias), y teniendo todavia una enzima activa y madura 
expresada. 

En consecuencia. en otro aspecto la invencidn se refiere a una enzima aislada 
que presenta actividad fosfolipasa A y/o B siendo selecdonada del grupo que incluye: 

(a) un polip^ptido codtficado por la fosfolipasa A y/o B que codifica parte de la enzima 
15 de la secuencia de ADN clonada en pl^smido pYES 2,0 presente en Escherichia 

CO// DSM 11299; 

(b) un polip^ptido que tiene una secuencia de amino^cidos como se muestra en las 
posiciones 31-346 de la secuencia ID No 2; 

(c) un polip^ptido que tiene una secuencia de aminoScidos como se muestra en la 
20 posici6n 31-303 de la secuencia ID No 2; 

(d) un an^logo del polipeptido definido en (a), (b) o (c) cuyo analogo es hom6logo en 
al menos un 70% con dicho polipeptido; y 

(e) un fragmento de (a), (b) (c) o (d). 

En otro aspecto adicional, la invenci6n proporciona un vector recombinante de 
25 expresion, el cual facilita la producci6n heter6loga recombinante de una enzima de la 
invenci6n. De ese modo puede conseguirse una composicion de la fosfolipasas altamente 
purificada, caracterizada por estar libre de impurezas homdiogas. Esto resulta de una 
gran ventaja para numerosas aplicaciones industriales. 

La presente invencidn demuestra experimentalmente (v^ase abajo) que una 
30 - fosfolipasa obtenida de una cepa: de frujsarium cuimomm y f^^^^rium oxyspom^ ha 
mejorado sus propiedades para el uso en aplicaciones industriales relevantes. Est^ 
previsto que las fosfolipasas obtenidas de una cepa del g6nero Fusarium mejorara sus 
propiedades relevantes para el uso en aplicaciones industriales relevantes. 

En consecuencia. en otro aspecto la invencion incluso se refiere al uso de una 
35 fosfolipasa obtenida de una cepa del genero Fusarium, como una cepa de F. culmorum, 
F. heterosporvm, F. solani, o en particular una cepa de Fusarium oxysporum, en un 
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proceso que comprende el tratamiento de un fosfoirpido o lisofosfoHpido con fosfolipasa 
para hi'drolizar [os gaipos actios grasos. 

Finalmente. la invencidn se refiere a ur> cultivo bioldgico aislado y 
substancialmente puro de la cepa Escherichia coli DSM No.11299 que alberga una 
5 secuencia de ADN que codifica una fosfolipasa (la parte que codifica la fosfolipasa de la 
secuencia de ADN clonada en pl^smido pYES 2.0 presents en Escherichia coli DSM 
11299) obtenida de una cepa fungica filamentosa Fusarium oxyspomm, o cualquier 
mutante de dicha cepa E.co// que ha retenido la capacidad de codificaci6n de la 
fosfolipasa: 

10 

Comparacldn de la homologta secuenciai con la tecnica precedente 

Se realize una busqueda de homologia con la fosfolipasa de la invenci6n contra el 
nucleotide y bases de dates de protefnas. La busqueda de homologia muestra que la 
secuencia m^s reladonada conocida era una lipasa de Fusarium heterospomm (en la 

15 figura 1 se ilustra una alineacion de amtno^cidos). 

La secuencia de ADN de la invencidn (SEC ID No 1 23-1060) que codifica la 
fosfolipasa muestra s6lo el 62% de homologia del ADN con la secuencia de la lipasa 
conocida de Fusarium heterospomm (referenda S77816 de la base de dates Genbank), y 
la correspondiente secuencia de amino^cidos de la fosfolipasa de la invencidn (SEC ID 

20 No 2) muestra s6lo el 60% de homologfa con una secuencia de amino^cidos deducida 
basada en ta secuencia de ADN conocida anteriormente mencionada (vease figura 1). 

Esto demuestra que la secuencia de ADN y/o la secuenda de amino^cidos de una 
fosfolipasa de la invencidn es de hecho diferente de cualquier secuencia(s) conocida(s) 
de ADN y/o de aminodcidos. 

25 Se describe una secuencia de ADNc que codifica una fosfolipasa B de Penicillum 

notatum (Eur. J. Biochem 202:783-787, 1991). No obstante, esta secuenda de ADN 
(referenda X60348 de la base de datos Genbank) muestra solamente una identidad del 
ADN muy limitada 39%, para la secuencia de ADN de la presente invencidn (SEC ID No 
1, 23-1060). y la secuenda de aminoScidos con-espondlente de la fosfolipasa de la 

30 invencidn (SEC ID No 2) muestra solamente el 20% Secuencia de ; T 

aminoacidos deducida basada en la secuencia conocida de ADN de PLB anteriormente 
mencionada. El c^Iculo de la homologia se realizd como se describe m^s adelante en 
esta especificacidn. 

35 DIBUJOS 

Figura 1: Alineacidn de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID No 2 
con una secuencia de lipasas de la tecnica precedente de Fusarium hetemsporum. 
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Figura 2: Comparacion de la capacidad de desgomado enzim^tico de Lecitase^ y 
una fosfolipasa de Fusarium oxysporvm segun la invencion. 

DEFINICIONES 

5 Antes de debatir esta invencion con m^s detatle, se definirdn los siguientes 

terminos. 

'*Una secuenda cionada de ADN ": El temnino "secuencta clonada de ADN" se 
reftere a una secuencia de ADN clonada segun los procedimientos de clonacidn estdndar 
utilizados en la Ingenieria gen6tic3 para recolocar un segmento de ADN desde su 

10 ubicacion natural a un sitio diferente donde se reproducirci. El proceso de clonacidn 
implica la escisi6n y aislamiento del segmento de ADN deseadd, insercion de la parte de 
ADN en la mol6cula del vector e incorporaci6n del vector recombinante en una celula 
donde se duplicaran multiples copias o clones del segmento de ADN. 

La "secuencia clonada de DNA - de la invencion puede de forma alternativa 

15 denominarse "constructo de ADN" o " polinucle6tido clonado que tiene una secuencia de 
DNA" "secuencia de DNA aislada". 

"Obtenida de ": A los efectos de la presente invenci6n, el tfermino "obtenida de", 
como se utiliza en este caso en conexion con una fuente microbiana especifica, significa 
que la enzima y consecuentemente la secuencia de ADN que codifica dicha enzima se 

20 produce por la fuente especffica o por una celula en la que se ha insertado un gen de la 
fuente, 

"Un polipeptido aislado ": Tal como se define en este caso, el t6rmino "un 
pblip6ptido aislado" o "fosfolipasa aislada". como se usa en referencia con la fosfolipasa 
de la invencion, es una fosfolipasa o parte de la fosfolipasa la cual estd esencialmente 

25 libre de otros polip^ptidos no fosfolipasas , p. ej. al menos un 20% puro, preferiblemente 
al menos un 40% puro, mas preferiblemente un 60% puro. incluso m^is preferiblemente 
un 80% puro, lo mas preferiblemente un 90% puro e incluso lo mas preferiblemente un 
95% puro, como se determine por el sistema de dilucion simple por electroforesis en gel 
de poliacrimida (SDS-PAGE). 

30 . ^ Cuandp el polipeptido. aislado es al menos puro en un 60%. puede utilizarse e! 
t6rmino "un polipeptido muy aislado". El "polipeptido aislado" puede de forma alternative 
denominarse "polipeptido purificado". 

" Impurezas homblooas ": Como se utiliza en este caso, el termino "impurezas 
hom6logas" significa cualquier impureza (p. ej. otro polip6ptido que la enzima de la 

35 invencidn) que se origina de la c6lula homdioga de la cual se obtiene originariamente la 
enzima de la invencion. En la presente invencion la celula homologa puede p. ej. ser una 
cepa de Fusanum oxysporum. 
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" Parte que codifica fosfolipasas ": Como se utiliza en este caso, el tSrmino "parte 
que codifica fosfolipasas" utilizado en conexion con una secuencia de ADN significa la 
regi6n de la secuencia de ADN que corresponde con ta regl6n traducida en una 
secuencia polipeptidica. 

En la secuencia de ADN mostrada en la secuencia ID No 1, es la regi6n entre el 
primer cpd6n de inlciacidn "ATG" (codon *'AUG" en ARNm) y el cod6n de terminacidn 
siguiente CTAA", TAG" o "TGA"). 

El polip6ptido traducido puede adicionalmente. ademds de la secuenda madura 
que presenta aclividad fosfolipasa. comprender una senal N-tenminal y/o una secuencia 
propeptfdica. La secuencia de la senal generalmente gufa la secreci6n del poiip^tido y 
el propeptido gufa generalmente el pliegue del polipeptido. Para mds informaci6n v6ase 
Egnell. P. et at. Molecular Microbiol. 6(9):1115-19 (1992) o Stryer. L.. "Biochemistry" 
W.H.. Freeman and Company/New York, ISBN 0-7167-1920-7. 

" Modificaci6nfes) de una secuencia de ADN v/o secuencia de amino^cidos ** El 
t^rmino "modificaci6n(es)" usado en conexidn con modificaci6n(es) de una secuencia de 
ADN y/o de amino^cidos como se discute en la presente, esta definido para incluir una 
modificacidn qufmica asf como una manipulacion gen6tica. La(s) modificaci6n(es) 
puede(n) ser sustitucion, supresion y/o insercidn dentro o en el amino ^cido(s) de interns. 

" Fosfolipasa A ": El t^rmino "Fosfolipasa A" usado aquf en conexi6n con una 
enzima de la invencion se destina para cubrir una enzima con actividad fosfolipasa Al y/o 
Fosfolipasa A2 . 

La fosfolipasa A1 est^ definida segun la clasificacidn EC est^ndar de la enzima 
como EC 3.1.1.32. 

Nombre oficial: Fosfolipasa Al (PLA1). 
Reaccion catalizada: 
fosfatidicolina + H(2)0 <> 
2-acilglicerofosfocolina + un anidn de dcido graso 
Comentario(s): 

tiene una especificidad mucho m^s amplia que la ec 3.1.1.4. 

La fosfolipasa A2 est^ definida segun la clasifirarJfSn EC est^ndar de la enzima : / 
como EC 3.1.1.4 

Nombre oficial: fosfolipasa A2 (PLA2). 

Nombre(s) altemativo(s): fosfatidilcolina 2-acilhidrolasa. 

lecitinasa a; fosfatidasa; o fosf^tidoslipasa. 

Reaccion catalizada: 

fosfatidicolina + h(2)o <> 

1-acrIglicerofosfocolina + un ani6n de acido graso 
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comentario(s): tambi^n actua sobre fosfatidiletanolamina. plasmal6geno de 
colina y fosfatidos, eliminando el eicido graso retenido en la 2- posicion. 

" Fosfolipasa B" : La fosfoiipasa B esta definida segun la dasrficaddn EC estendar 
de la enzima como EC 3.1.1.5. 
5 Nombre oficial: lisofosfolipasa. 

Nombre(s) altemativo(s): lecitinasa b; Itsotecitinasa; fosfoiipasa b; b pib. 

Reacddn catalizada: 

2-lisofosfatidiicolina + h(2)o <> 

glicerofosfocolina + un ani6n de dcido graso 
10 " Actividad fosfoiipasa" : El t§rmino "actividad fosfoiipasa" o "que tiene/presenta 

actividad fosfoiipasa'* como se utiliza en este caso en conexidn con una enzima de la 
invencidn, se destina para especificar una enzima que tiene al menos la cantidad de 
actividad fosfoiipasa (que sea PLA o PLB) definida experimentalmente a continuadon. 

En consecuencia. una enzima que presenta actividad fosfoiipasa se define aquf 
15 como una enzima que en el "ensayo fosfolipasicp monomolecular^ mostrado en el 
ejempio 6 de la presente (vease abajo) tiene una actividad fosfoiipasa de al menos 0,25 
nmol/min, dosis enzimatica: 60 ^ig, a 25°C: m^s preferibiemente al menos 0,40 nmol/min. 
dosis enzimatica: 60 p.g, a 25**C; mas preferibiemente al menos 0,75 nmol/min^ dosis 
enzimcitica: 60 ng, a 25*'C; m^s preferibiemente al menos 1.0 nmol/min, dosis enzimatica: 
20 60 Jig, a 25°C; mas preferibiemente al menos 1,25 nmol/min, dosis enzimdtica: 60 jig. a 
25'*C; e incluso m^s preferibiemente al menos 1.5 nmol/min. dosis enzimatica: 60 jig. a 
25*'C. 

Actualmente se cree que s61o las enzimas que tienen dicha actividad fosfoiipasa 
significante son de importancia industrial, por ejempio para el uso en el desgomado (US 
25 5.264.367). 

" Una lipasa con una actividad fosfoiipasa lateral ": El termino "lipasa con actividad 
fosfoiipasa lateral" se define, en consecuencia, como una lipasa con una actividad 
fosfoiipasa lateral, donde la actividad fosfoiipasa lateral en el "ensayo fosfolip^sico 
monomolecular" mostrado en el ejempio 6 es menor que las figuras mencionadas 
30 " anteriormente. , 

Varias lipasas tienen dicha actividad fosfoiipasa lateral. En el ejempio 6 de la 
presente (v§ase abajo), se muestran algunas lipasas que tienen una actividad fosfoiipasa 
lateral. 

" Un aceite cmdo ": Un aceite crudo (tambi6n llamado aceite no desgomado) puede 
35 ser un aceite prensado o extraldo o una mezcia derivada de p. ej. semilla de colza, soja o 
girasol. El contenido de fosfeitidos en un acejte crudo puede variar de 0.5-3% peso/peso 
correspondiente a un contenido de fdsforo en el margen de 200-1200 partes por miII6n, 
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m§s preferiblemente en el margen de 250-1200 partes por mill6n. Aparte de los 
fosfdtidos. el aceite crudo tambi^n conttene pequenas concentraciones de carbohkJratos. 
compuestos de azucar y dddos metdlrcos/fosfdtidos complejos de Ca. Mg y Fe. 

' Un aceite semicrudo" : Cualquier aceite que no es un aceite cmdo, pero que tiene 
un contenido de fosfatidos de 250 partes por mi)l6n, mis preferiblemente 500 partes por 
mill6n. Dicho aceite podrfa p. ej. conseguirse sometiendo un aceite crudo a un proceso 
similar al proceso de "aceite desgomado con agua** descrito a continuaci6n. 

" Un aceite desqomado con aqua ": Normalmente se obtiene un aceite desgomado 
con agua mediante la mezcia de 1*3% peso/peso de agua caliente con aceite crudo 
caliente (60-90''C). Los periodos normales de tratamiento son de 30-60 minutos. La fase 
del desgomado con agua remueve los fosfatidos y gomas mucilaginosas, que se vuelven 
insolubles en el aceite cuando se hidratan. Las gomas y fosfatidos hidratados pueden 
separarse del aceite mediante asentamiento. filtracidn o centrifugado, el centrifugado es 
la practica mis predominante. 

El objeto esencial en dicho proceso del desgomado con agua es separar los 
fosfatidos hidratados der aceite. La mezcia de agua caliente en el aceite, descrita 
anteriormente. deberia entenderse aproximadamente como una mezcia de una solucidn 
acuosa en el aceite segun Ids procedimientbs estandar de desgomado con agua en la 
t§cnica. 

De forma altemativa. el proceso aquf denominado "aceite desgomado con agua** 
puede denominarse "refinaci6n humeda para eliminar mucnago"(v6ase US 5.264.367). 

DESCRIPCI6n DETALLADA de LA INVENCION 

Un metodo para el desgomado enzimatico de un aceite comestible que 
tncluye una cantidad alta de fosfatidos/fosfolipidos no hidratable 

Para la presente invenci6n la cantidad de fosforo no hidratable en un aceite 
comestible estd medido mediante, 

i) tratamiento previo del aceite comestible, a 60^0, mediante la adici6n de una 
solucidn que inciuye monohtdrato de acido citrico en agua (agua anadida vs. 

- . aceite equiyale a 4.8% .peso/peso; [dcido citrico] en fase acuosa = 106 mM, en 
una emulsi6n de agua/aceite = 4.6 mM) durante 30 minutos; 

ii) transferencia de 10 ml del agua tratada previamente en una emulsi6n de aceite a 
untubo; 

iii) calentamiento de la emulsi6n al barlo maria durante 30 minutos; 

iv) centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos. 

v) transferencia de aproximadamente 8 ml de la fase superior (de aceite) a un tubo 
nuevo y asentamiento durante 24 horas; 
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vi) tras del asentamiento. extraccidn de 2 g de la fase clara superior para la 
med!ci6n del contenido de f6sforo no hidratable (partes por milldn) en el aceite 
comestible. 

Para m^s detalles, a continuacion se hace referenda a los ejemplos. 
5 Como se ilustra en los ejemplos de la presente, la composicidn de fosfollpidos 

(fosfollpidos hidratables vs. no hidratables) de aceites comestible diferentes varia 
considerablemente. Consecuentemente, el nivel de los fosfollpidos restante en diferentes 
aceites desgomados de agua variard sobre una amplia gama (p. ej. alrededor de 30 
partes por milldn a 200 partes por mitlon). 
10 Para el desgomado enzimatico. la dosificaci6n 6ptinna de enzimas depende de la 

cantidad de fosfatidos no hidratables presente despu^s del desgomado con agua o 
pretratamiento con addo citrico/agua tal como se ha definido anteriormente. 

Adem^s, cuanto mas alta es la cantidad de fosfatidos no hidratables presente en 
el aceite. m^s eficaz es el metodo de desgomado enzim^tico. 
15 La presente invenci6n proporciona un metodo para eliminar el contenido de NHP 

del aceite que incluye una cantidad relativamente alta de NHP. 

Preferiblemente, el aceite comestible consta de un contenido de fdsforo no 
hidratable de a! menos 60 partes por millon. mds preferiblemente al menos 100 partes por 
mill6n e incluso mas preferiblemente de al menos 200 partes por mill6n. 
20 Mas preferiblemente. el aceite comestible consta de un contenido de fosforo no 

hidratable en el margen de 60-500 partes por millon, m^s preferiblemente en el niargen 
de 100-500 partes por mill6n e incluso mas preferiblemente en el margen de 200-500 
partes por mill6n. 

Un aceite comestible definido como que tiene una cantidad relativamente alta de 
25 fdsforo no hidratable. segun esta descripcion, puede ser un aceite desgomado con agua 
o mas preferiblemente un aceite crudo o un aceite semicrudo. 

En consecuenda, una forma de realizacion de la invencibn se refiere a un metodo 
segun el primer aspect© de la invenci6n, donde dicho aceite comestible es un aceite 
crudd. caracterizado por el hecho de que dicho aceite crudo comestible, antes de llevar a 
30 cabo el mdtodp de la inyenGidn. es? un aceite con un contenido de fosforo superior a 250 
partes por milldn, cuyo aceite no ha sido desgomado con agua (el desgomado con agua 
consta de la mezcia de agua caliente con un aceite crudo seguido por la eliminacidn de 
fosfatidos que se vueh/en insolubles en el aceite cuando se hidratan) antes de llevar a 
cabo el metodo de la invencidn. 
35 Preferiblemente. dicho aceite comestible crudo tiene. antes de llevar a cabo dicho 

metodo de la invencidn. un contenido de fdsforo superior a 350 partes por milldn. mSs 
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preferiblemente superior a 400 partes por milI6n. incluso m^s prefenblemente superior a 
500 partes por millon y mas preferiblemente superior a 600 partes por milldn. 

Ademds, dicho aceite comestible crudo preferiblemente tiene. antes de llevar a 
cabo dieho m^todo de la invencidn, un contenido de f6sforo en el margen de 250-1500 
5 partes por miildn. m^s preferiblemente en el margen de 350-1500 partes por millon, 
incluso mSs preferiblemente en el margen de 500-1500 partes por mill6n y mis 
preferiblemente en el margen de 500-1 500 partes por milten. 

El m^todo del desgomado enzimitico de iin aceite comestible crudo segijin la 
invenci6n es de ventaja sobre el m^todo de la t§cntca precedente para el desgomado 
10 enzimdttco de aceites comestibles desgomados con agua (US 5.264.367), puesto que un 
m6todo de desgomado enzimStico directo para el tratamiento de un aceite crudo. segun 
la invencidn, eliminard la fase previa del desgomado con agua del aceite. 

Esto ahorra tiempo y dinero. Normalmente se obtiene un aceite desgomado con 
agua medlante la mezcia de agua caliente con aceite crudo caliente (eO-QO^'C) durante 
15 normalmente 30-60 minutos. Por el contrario, el proceso complete de desgomado 
enzimitico de aceites crudos segun la invenci6n puede realizarse en menos de 1 hora, 
con tratamiento ehzimdtico real durante alrededor de 25 minutos. V^anse los ejemplos 
para mds detalles. 

Ademas, un aceite comestible definido como que tiene una cantidad relativamente 
20 alta de un fosforo no hidratable. segun esta descripct6n, puede ser un aceite semicrudo. 

En consecuencia. una forma de realizacion de la invenci6n se refiere a un m^todo 
segun el primer aspecto de la invenci6n, donde dicho aceite comestible es un aceite 
comestible semicrudo. caracterizado por el hecho de que dicho aceite comestible 
semicrudo. antes de llevar a cabo el metodo de la invencion. tiene un contenido de 
25 fdsforo superior a 500 partes por mill6n (ppm). y donde dicho aceite ha sido desgomado 
con agua antes de llevar a cabo el m§todo de la invencidn. 

Preferiblemente. dicho aceite comestible semicrudo es un aceite que. antes de 
llevar a cabo dicho metodo. tiene un contenido de f6sfofo superior a 600 partes por 
millon. mis preferiblemente superior a 750 partes por millon. 
30 En general. e| desgomatJp. con agua de un aceite comestible reduciri los 

contenidos de f6sforo del aceite a un riiviel inferior a 500 ppm. - 

En consecuencia, un aceite semicrudo como se describe en este caso puede p. 
ej. haber sido solo parcialmente desgomado con agua antes de llevar a cabo un m6todo 
para reducir el nivel de componentes con fdsforo de un aceKe comestible segun la 
35 invencion. 
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El termino "desgomado parcialmente con agua" denota que el procedimiento de 
desgomado con agua del aceite ha stdo s6lo un proceso pardal/corto en comparaci6n 
con el procedimiento de desgomado con agua estdndar. 

Un proceso "parcialmente desgomado con agua** puede realizarse mezclando solo 
5 un 0,5% de agua catiente en el aceite (el estdndar es 1-3% de agua caliente. V^ase 
secci6n "Definiciones") o reduciendo el periodo de tratamiento a 10 minutos (el estdndar 
es 30-60 minutos). 

Oe forma altemativa. un aceite semicmdo tal como se define aquf. puede ser una 
mezcia de un aceite crudo y un acerte semicrudo. 
10 Una forma de realizacion de la tnvencidn se refiere a un m^todo segun cualquiera 

del primer aspecto de la tnvencidn. la cual comprende las fases siguientes: 

i) ajuste de la temperatura del aceite comestible a una temperatura entre 25*^0- 
70*C; 

ii) tratamiento previo del aceite comestible a la anterior temperatura ajustada 
15 mediante la adici6n de un 0,5-6% (por peso relative al aceite) de una solucion 

acuosa que incluye al menos el 85% de agua durante 5-120 minutos, donde dicho 
pretratamiento no est^ seguido por la extracci6n de mucflago hidratado y 
contenido de fdsforo en el aceite; 

iii) ajuste del pH de la emulsion de agua/aceite a un pH entre 1 ,5-8 (p. ej. mediante 
20 la adictdn de una cantidad adecuada de una solucion de NaOH); 

iv) contacto de la emulsion agua/aceite con una solucion acuosa de una fosfolipasa 
(a una temperatura (+/- 5'C) ajustada segun la fase i), cuya fosfolipasa se 
emulsiona en el aceite hasta que el contenido fosfdrico del aceite se reduce 
a menos de 1 1 ppm; 

25 v) separacibn de la fase acuosa del aceite tratado. 

La temperatura del aceite comestible en la fase i) se ajusta preferiblemente a una 
temperatura que es la temperatura 6ptima de la actividad fosfolipasa de la enzima 
usada en el m§todo. 

Para la fosfolipasa comercialmente disponible Lecitase™ (Novo Nordisk A/S), 6sta 
30 es de alrededor 60*C. y para una fosfolipasa de la inyencion obtenida a partir de 
Fusarium del g6nero fungico filamentosOi es de alrededor 45'C. V6anse los ejemplos 
para mas detalles en relacion a esta cuesti6n. 

Est^ previsto que una mayoria de la fosfolipasas fungicas filamentosas tendran 
una temperatura 6ptima de alrededor 35-50°C. 
35 En consecuencia, una forma de realizacion de la invencidn se refiere al m6todo 

descrito anteriormente. donde la temperatura del aceite comestible en la fase i) estd 
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ajustada a una temperatura entre 35'C-50°C y la fosfolipasa usada en la fase iv) se 
obttene de una cepa fungica filamentosa. 

En la fase li) del m§todo anterior, el aceite comestible es prevlamente tratado en 
la temperatura ajustada (fase I) mediante la adici6n de un 0.5-6% (por peso relativo al 
5 aceite) de una solucidn acuosa que incluye al menos el 85% de agua durante 5-120 
minutos y donde dicho pretratamiento no es seguido por la extraccion del contenido de 
fosforo y mucllago hidratado en el aceite, 

Este paso es un paso del pretratamiento estSndar en el desgomado enzirndtico de 
aceites comestibles (US 5.264.367; US 5.558.781). El prop6sito de la fase ii) es hidratar 
10 los componentes hidratables/hidrofllicos (como el contenido de f6sforo hidratable) en el 
aceite comestible, el cual cuando se hidrata se vuelve insoluble en el aceite. 

No obstante, esta fase es diferente de lo que se denomina "desgomado con agua 
de un aceite comestible" en el presente contexto. Una diferencia importante es que dicha 
fase de pretratamiento no elimina los fosf^tidos y mucllago hidratados del aceite. La 
15 extraccidn de dicho contenido hidratado del aceite es el objetivo principal del desgomado 
con agua de los aceites comestibles. 

En consecuencia. cuando la fosfolipasa contacta con el aceite en la fase iv) 
anterior, el aceite todavia consta de dichos fosf^tidos y mucflago hidratados. 

En otras palabras. si el aceite comestible es un aceite comestible desgomado sin 
20 agua. el metodo anteriormente mencionado describe un rn§todo de desgomado 
enzim^tico simplificado. el cual no elimina los fosfatidos y mucflago hidratados del aceite 
antes de contactar con la fosfolipasa. 

Preferiblemente, la soIuci6n acuosa que incluye al menos un 85% de agua (fase ii 
anterior) consta adicionalmente de Acido citrico. Preferiblemente, hay entre un 1-15% 
25 (peso/peso) de 5cido citrico en dicha soluci6n acuosa. m^is preferiblemente hay entre un 
3-11% (peso/peso) de ^cido cftrico en dicha soluddn acuosa. 

Preferiblemente. el periodo de tiempo en la fase ii) es de 15-50 minutos y m^s 
preferiblemente de 15-30 minutos. 

Para mds detalles en relacidn a dicho pretratamiento en la fase Ii) anterior, se 
30 - hace referenda a unos ejemplos- 

En la fase iii) anterior el pH de la emulstdn de agua/aceite se iajusta a un pH de 
1,5-8 (p. ej. mediante la adidon de una cantidad adecuada de una soluct6n de NaOH), 
Esto se hace con el objetivo de ajustar el valor de pH del aceite antes de que fosfolipasa 
contacte con el aceite en la fase iv). En general, el valor de pH 6ptimo real depender^ de 
35 la enzima real usada para contactar el aceite en la fase iv). Para mas detalles en relaci6n 
a esta cuesti6n. se hace referenda a los ejemplos. 
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En general se prefiere. segun el primer aspecto y sus formas de reaiizacion de la 
*mvenci6n, que el contacto de dicho aceite con una solucidn acuosa que tnclt^e una 
fosfolipasa se realice en un pH de 1 ,5-6. mas preferiblemente en un pH de 3-6. 

El valor de pH en la agua en la emulsion del aceite se mide tomando 2 ml (fe agua 

5 de la emulsion del acette y mezclandolos con 2 ml de agua. Iras la separaci6n de la^se. 
la capa de aceite superior resultante tiene que ser pipetada y el pH medido en la fase 
acuosa. Las medidas son transformadas en valores "reales" de pH por la fdrmula 
siguiente pHreai = pHmecsdo - 0,38. Para mSs detalles se hace referenda a unos ejemplos. 

Preferiblemente. en un m§todo para reducir la cantidad de componentes con 

10 f6sforo en un aceite comestible segun la invencidn. la cantidad de una fosfolipasa que es 
emulsionada en el acette estA en el margen de 0,1-15 mg de enzima (sustancia seca) / kg 
de aceite, mas preferiblemente 0,25-5 mg de enzima (sustancia seca) / kg de aceite, e 
incluso mSs preferiblemente 0.25-2,5 mg de enzima (sustancia seca) / kg de aceite. 

En general, resutta de ventaja optimizar tanto la cantidad de la fosfolipasa usada 

15 como el tiempo usado para el desgomado enzimatico de un aceite comestible para 
obtener un contenido de fosforo inferior all ppm. La dosis de enzima optima real y el 
perfodo de tiempo, i.a.. dependerd de la fosfolipasa real usada, Para mds detalles en 
relacidn a la optimizaci6n de dosificacion de enzimas y periodo de tiempo del metodo. se 
hace referenda a unos ejemplos. 

20 Preferiblemente, en un metodo para reducir la cantidad de componentes con 

fdsforo en un aceite comestible segun la invenci6n. el contenido de f6sforo del aceite se 
reduce a menos de 1 1 ppm (partes por mill6n) tras el contacto de dicho aceite con 0.5-6 
mg de la fosfolipasa (sustancia seca) / kg de aceite, y donde la fosfolipasa esta en 
contacto con dicho aceite durante un periodo de tiempo de 1-6 horas. mds 

25 preferiblemente el contenido de f6sforo del aceite se reduce a menos de 1 1 ppm tras el 
contacto de dicho aceite con entre 0,25-2,5 mg de la fosfolipasa (sustancia seca) / kg de 
aceite. y donde la fosfolipasa esti en contacto con dicho aceite durante un periodo de 
tiempo de 15 minutos a 2 horas. 

Veanse los ejemplos para m^s detalles en relacion a la identificacion de 

30 tempefaturas 6ptimas para fosfolipasas individuates. ^ - r - - 

Preferiblemente, en todos los aspectos y fonmas de realizadon de un metodo para 
reducir la cantidad de componentes con fosforo en un aceite comestible segun la 
invencidn. el contenido de fdsforo del aceite se reduce a menos de 5 ppm. 

El contenido de fosforo en el aceite se mide como partes por mlll6n (ppm) en la 

35 fase de aceite del agua presente en la emulsion de aceite. El andlisis del contenido de 
f6sforo se realiza segun el procedimiento 2.421 en "Standard Methods for te Analysis of 
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Oils, Fats, and Derivatives, 7^ ed. (1987)", Para mSs detalles se hace referenda a unos 
ejemplos. 

Una forma de realizaci6n de la invencion se refiere a un m6todo para reducir la 
cantidad de componentes con f6sforo en un aceite comestible segun la ihvenei6r>- donde 
5 la fosfolipasa se obtiene de un especie mamffera, en particular donde la fosfolipasa se 
obtiene de un pancreas en dicha especie mamifera, y mSs preferiblemente donde la 
fosfolipasa se obtiene de un pancreas de cerdo. 

Preferiblemente. en un m6todo para reducir la cantidad de componentes con 
f6sforo en un aceite comestible segun la invenci6n, la fosfolipasa se obtiene de un 
10 mtcroorganismo. preferiblemente un hongo filamentoso, una levadura o una bacteria. 

Preferiblemente. cuando dicho hongo filamentoso anteriormente mencionado es 
una especie dentro del ggnero Fusarium, las cepas preferidas son cepas de F. culmorum, 
F. hetemsporum, F. solani, o en parWcular 6e F, oxysporum, 

Ademas, cuando dicho hongo filamentoso anteriormente mencionado es una 
15 especie dentro del g§nero Aspergillus, las cepas preferidas son las cepas de Aspergillus 
awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger o en particular de 
Aspergillus oryzae, 

Ademas. en un metodo para reducir la cantidad de componentes con fdsforo en 
un aceite comestible segun la invenci6n. el aceite comestible es preferiblemente un aceite 
20 de soja. aceite de semilla de girasol o. mas preferiblemente. un aceite de semilla de 
colza. 

Caracterizacidn de la fosfolipasa obtenida de Fusarium oxysporum, 

Se ha caracterizado intensivamente una fosfolipasa de la invenci6n obtenida de 

25 Fusarium oxysporum. 

En consecuencia. un aspect© de la invenci6n es preferiblemente una Fosfolipasa 
A aislada que se obtiene de una cepa del g§nero Fusarium y tiene actividad fosfolipasa A 
en el margen de pH 3-10 medido a 40*C, m^s preferiblemente que tiene una actividad 
fosfolipasa A en el margen de pH 3-7 medido a 40*C, m^s preferiblemente que tiene una 

30 f A. en el margen de pH 3.5-6 medido a 40'e. e incluso m^s 

preferiblemente que tiene una actividad fosfolipasa A en el margen de pH 4,5-5,5 medido 
a40X. 

La actividad fosfolipasa A fue determinada con lecitina de soja como un ensayo 
de las bases de prueba del sustrato de NEFA). o en un tamp6n que incluye 2% Lecitina. 
35 2% Trit6n X-100. 20 mM Britton-Robinson (BR). Veanse los ejemplos para mds detalles. 

En otra forma de realizad6n de la invenci6n. una Fosfolipasa A aislada. la cual se 
obtiene de una cepa del g6nero Fusarium, es preferiblemente una que tiene una masa 
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molecular de 29 ±10 kDa, mcis preferiblemente una masa molecular de 29 ± S.kDa. 
incluso m^s preferiblemente una masa molecular de 29 ± 3 kDa y mds preferiblemente 
una masa molecular de 29 ± 2 kDa. 

La masa molecular se mide por electroforesis SDS-PAGE como se describe con 
5 mSs detalle en la seccion "Materiales y Metodos" (v^ase abajo). 

En otra forma de reartzacibn de la invehci6n, una Fosfoltpasa A aislada. la cual se 
obtiene de una cepa del g^nero Fusarium, es preferiblemente una que tiene un punto 
isoelectrico (pi) en el margen 4,5-8. mas preferiblemente un punto isoe!6ctrico (pi) en el 
margen 5-7.5/ e incluso mas preferiblemente un punto isoel6ctrico (pi) en el margen 5,5- 
10 7,5. 

El punto Isoelectrico (pi) fue detemiinado usando placas Ampholine PAGE de 

Pharmacia. Vease el ejemplo para mds detalles, (v^ase abajo). 

En otra forma de realizad6n de la invencion, una Fosfolipasa A aislada, la cual se 

obtiene de una cepa del g^nero Fusarium, es preferiblemente una que tiene una 
15 temperatura 6ptima para una actividad fosfolipasa en el margen entre 25-55X. medida 

con lecitina como sustrato con pH 5; m^s preferiblemente en el margen de 30-50'*C. 

medida con lecitina como sustrato con pH 5, e incluso mas preferiblemente en el margen 

de 40-50**C, medida con lecitina como sustrato con pH 5. 

La temperatura 6ptima para la actividad fosfolipasa fue medida en un tamp6n que 
20 incluye 2% lecitina. 2% Triton X-100. 20 mM Britton Robinson tamp6n, con pH 5. Vease 

ejemplo para mas detalles (vease abajo). 

En otra forma de realizacion de la invencion, una Fosfolipasa A aislada, la cual se 

obtiene de una cepa del genero Fusarium, es preferiblemente una que tiene una actividad 

fosfolipasa con pH 6ptimo en el margen de pH de 6-12. a 37**C; mas preferiblemente en 
25 el margen de pH de 7-11,5. a 37X: mas preferiblemente en el margen de pH de 8-11, a 

37*C; e incluso m^s preferiblemente en el margen de pH de 8,5-11. a 37X. 

El pH 6ptimo de la actividad fosfolipasa fue determinado en un tampdn que 

incluye 2% Lecitina. 2% Triton X-100. 20 mM Britton-Robinson (BR), a 37*C. Y§anse 

ejemplos para mas detalles. 
3Q Preferiblemente. una fosfolipasa de te lnvencidrt de al merios dos de las 

cinco caracteristicas ffsicas anteriormente mencionadas de la enzima (numeradas de i) a 

v)), m^is preferiblemente una fosfolipasa de la invencion consta de al menos tres de las 

cinco caracteristicas fisicas anteriormente mencionadas de la enzima (numeradas de i) a 

v)). incluso m^s preferiblemente una fosfolipasa de la invenci6n consta de al menos 
35 cuatro de las cinco caracteristicas fisicas anteriormente mencionadas de la enzima 

(numeradas de i) a v)). y mas preferiblemente una fosfolipasa de la invenci6n consta de 
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las cinco caracterfsticas fisicas anteriormente mencionadas de la enzima (numeradas de 
Oav)). 

Tal como se ha descnto anteriormente, una fosfolipasa de la [nvenci6n ha stdo 
clonada, expresada recortibinantemente, purificada, y se han determinado las secuencias 
5 N-ternninal y C-terminal de la enzima activa secretada. 

En consecuencia, otra forma de realizaci6n de la invenci6n se refiere a un 
polip^ptido aislado que tiene actividad fosfolipasa A, cuyo polip^ptido se obtiene de una 
cepa del g6nero Fusarium y tiene 

i) actividad PLA en el margen de pH 3-10, medido a 40"C; 
10 ii) una masa niolecular de 29 ± 10 kOa. como se ha determinado detenminado por 
SDS-PAGE; 

iii) un punto isoelectrico (pi) en el margen 4.5-8; 

iv) una temperatura 6ptima para una actividad fosfolipasa en el margen de 25- 
55"C. medida con lecitina como sustrato con pH 5; y/o 

15 v) un pH de la actividad fosfolipasa 6ptimo en el margen de pH 6-12, medido con 
lecitina como sustrato a 37*C; 
y adicionalmente consta de una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que 
inciuye: 

(a) un polip^ptido codificado por la enzima fosfolipasa A que codifica parte d e l a 
20 secuencia de ADN clonada en pl^smido pYES 2.0 presente en Escherichia coli 

DSM 11299; 

(b) un polipSptido que tiene una secuencia de aminodcidos tal como se muestra en 
las posiciones 31-346 de la secuencia ID No 2; 

(c) un polip6ptido que tiene una secuencia de aminodcidos tal como se muestra en la 
25 posici6n 31 -303 de secuencia ID No 2; 

(d) un an^logo del polip6ptido definido en (a), (b) o (c). el cual es hom6logo en al 
menos un 70 % con dicho polipeptido; y 

(e) un fragmento de (a), (b) (c) o (d). 

En una forma de realizaci6n de la invenci6n, el polipeptido aislado que tiene 
30 actividad fosfolipasa segun la invend6n es la fosfolipasa cpn-actiyidad fosfolipasa At: . 

Ex\ otra fonfna de reatizaci6n. el polipeptido aislado que tiene actividad fosfolipasa 
segun la invencion es la fosfolipasa con actividad fosfolipasa A2 y. en incluso otra forma 
de realizacidn, el polipeptido aislado que tiene actividad fosfolipasa es segun la invencjdn 
la fosfolipasa con actividad fosfolipasa B. 
35 Preferiblemente, dicho polipeptido aislado que tiene una actividad fosfolipasa 

segun la invenct6n es fosfolipasa con actividad fosfolipasa Al. 
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Para ejemptos especificos de t^cnicas estdndar para medir la actividad individual 
PLA1 . PLA2 y/o PLB se hace referenda a unos ejemplos. 

En otra forma de realizacidn. la invencidn se refiere a un polip^ptido aislado con 
actividad fosfolipasa segun la tnvencion, donde la fosfolipasa es una fosfolipasa 
5 sustancialmente independiente de una concentraci6n de Ca^^ medida como actividad 
fosfolipasa relativa a 5 mM EDTA y 5mM Ca^^ en un ensayo de la actividad fosfolipasa 
que mide la Iiberaci6n de acidos grasos sin lecitina en un tamp6n que incluye 2% lecitina, 
2% Trit6n X-100, 20 mM citrato. pH 5; incubado durante 10 min. a 37*C seguido por una 
parada de la reacci6n a 95X durante 5 minutos; donde ta proporcidn de actividad 
10 fosfolipasa relativa a 5mM EDTA/5 mM Ca^"^ es superior a 0.25, m^s preferiblemente 
superior a 0,5 y mcts preferiblemente superior a 0,80. 

Para mds detalles relatives a la medicion de la dependencia de la actividad 
enzimdtica en la concentraci6n Ca2+, se hace referenda a unos ejemplos. 

Algunas lipasas pueden tener una actividad fosfolipasa limitada. En el presente 
13 contexto. esta actividad fosfolipasa limitada de dichas lipasas se definen como "una 
lipasa con actividad fosfolipasa lateral" (v^ase seccion "Definiciones"). La presente 
invencidn se refiere a un polipeptido aislado que tiene una actividad fosfolipasa, donde la 
actividad fosfolipasa de dicho polipeptido aislado es tan alta como es de relevancia 
industrial. 

20 En consecuenda, la invencion se refiere a un polipeptido aislado que tiene una 

actividad fosfolipasa segun la invencidn, donde la fosfolipasa es una fosfolipasa que tiene 
una actividad fosfolipasa que es al menos de 0,25 nmol/min, dosis enzimdtica: 60 ^g, a 
25*C; mcis preferiblemente al menos de 0.40 nmol/min, dosis enzimcitica: 60 pig. a 25*'C; 
medido en un ensayo de la fosfolipasa monomolecular de la manera siguiente: 

25 a. en un equipo monomolecular (cuba de orden cero) en una superficie fntegramente 
purificada de una solucion tampon (10 mM TRIS, pH 8,0, 25X) se extiende una capa 
monomolecular del fosfolipido DDPC (Di Dicanoil (CIO) Fosfatidil Colina) de una soluci6n 
de cloroformo; 

b. tras ta relajaci6n de la capa monomolecular (evaporaci6n del cloroformo), se 
30 ajusta la presi6n de la superfide a 15 mN/m. correspondiente a una drea media molecular 

de DDPC de aproximadamente 63 A^/moI^cula; 

c. se inyecta una solucidn tamp6n (como la anterior) que contiene 60 |ig de enzima a 
trav6s de la capa monomolecular en la subfase del compartimiento de la reaccidn 
(cilindro con Srea 1520 mm^ y volumen 30400 mm^) en el "cuba de orden cero"; 

35 d. la actividad enzim^tica se determina a trav^s de la velocidad de una barrera m6vil 
que comprime la capa monomolecular con el objetivo de mantener la presion de la 
superficie constante, mientras las moleculas de sustrato insolubles son hidrolizadas en 
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productos de reacci6n m^s hidrosolubles. donde el numero de mol^culas DDPC 
hidrolizadas por minuto por la enzima se estima desde el area media molecular (MMA) de 
DDPC. 

V§ase la secci6n "Defihiciones" y ejemplos para mds descripciones de las 
5 cantidades preferidas de las actividades fosfolipasas para un poIip6ptido aislado que 
tiene actividad fosfolipasa segun la invencidn. 

Adem^s, la actividad fosfolipasa especlfica de una fosfolipasa segun la invencidn 
puede rnedirse mediante unos ensayos estendar de la actividad fosfolipasa conocidos. 

En consecuencia, en otra forma de realizacton la presente invenciin se refiere a 
10 un polip6ptido aislado que tiene actividad fosfolipasa segOn la invenci6n. donde la 
fosfolipasa es una fosfolipasa que tiene una actividad fosfolipasa capaz de liberar al 
menos 7 jimol de dcido graso libre/min./mg enzima; mas preferiblemente al menos 15 
nmol de acido graso iibre/minVmg enzima; incluso mis preferiblemente al menos 30jimol 
de iddo graso libre/minVmg enzima, y mds preferiblemente al menos 50 ^mol de dcido 
15 graso libre/minVmg enzima medido de la manera siguiente: 

La actividad fosfolipasa es medida en un ensayo que mide la liberacidn de icidos 
grasos libres de lecitina en uh tamp6n que incluye 2% lecitina, 2% Trit6n X-100. 20 mM 
citrato, pH 5; incubado durante 10 min. a 37"C seguido por una parada de reacci6n a 
95*^0 durante 5 minutos. 

20 Para mis detalles relatives a esta forma de realizaci6n de la invencion se hace 

referencia a unos ejemplos. 

Un polip^ptido aislado que tiene actividad fosfolipasa segun la invenci6n es muy 
adecuado para realizar el desgomado enzimitico de un aceite comestible. 
En consecuencia. la invenci6n se refiere a: 

25 1 . un polipeptido aislado que tiene actividad fosfolipasa segun la invenci6n, donde la 
fosfolipasa es capaz de realizar el desgomado enzimitico de un aceite comestible, segOn 
un m^todo de la invencidn con el objetivo de reducir la cantidad de componentes con 
f6sforo en un aceite comestible que incluye un contenido de f6sforo no hidratable de al 
menos 50 ppm; y 

30 2 un polip6ptido aislado que bene actividad fosfolipasa segun la invencidn, donde la 

fosfolipasa es capaz de realizar el desgomado enzimitico de un aceite comestible 
desgomado con agua (que tiene un contenido de f6sforo de 50-250 ppnri) reductendo de 
ese modo el contenido de fdsforo del acerte a menos de 1 1 ppm, donde el proceso del 
desgomado enzimatico consta del contacto de dicho aceite a un pH de 1,5-8 con una 

35 soluci6n acuosa de la fosfolipasa que es emulsionada en el aceite hasta que el contenido 
de f6sforo del aceite se reduce a menos de 1 1 ppm y separando posteriormente la fase 
acuosa del aceite tratado. 
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Pfeferiblemente, el polipeptido aislado que tiene actividad fosfolipasa segun la 
invenci6h es capaz de realizar dicho proceso de desgomado enzimdtico de^ aceite 
comestible desgomado con agua (definido anteriomnente) en menos de 1,5 horas y usa 
menos de 2 mg fosfolipasa (sustancia seca) /.kg de aceite. 

Preferiblemente, un polip6ptido aislado que presenta actividad fosfolipasa y que 
tiene la caracteristica anteriormente mostrada de la invencidn se obtiene de una cepa 
fungica filamentosa dentro del g^nero Fusarium. 

No obstante, sin limitarse a cualquier teoria actualmente se contempla que una 
fosfolipasa de la invencion puede tambi^n obtenerse de otro microorganismo, 
preferiblemente otra cepa fungica filamentosa. En la seccidn "Fuente microbiana" se 
ofrecen unos ejemplos (v6ase abajo). 

Secuencia clonada de ADN 

A pesar de varias dificultades t6cnicas (v^ase abajo secci6n "Protocol© para la 
clonaci6n de una fosfolipasa fQngica filamentosa"). los presentes inventores han sido 
capaz de clonar una fosfolipasa que presenta actividad PLA de una cepa del g^nero 
Fusarium, mas especificamente Fusarium oxysporvm. 

Ademas. actualmente se cree que es posible clonar una fosfolipasa A y/o una 
fosfolipasa B relacionada que codifica la secuencia de ADN basada en la informaci6n de 
la secuencia proporcionada en la presente solicitud. 

En consecuencia. un aspecto de la invencion se refiere a una secuencia clonada 
de ADN que codifica una enzima que presenta actividad fosfolipasa A y/o fosfolipasa B. 
cuya secuencia de ADN es seleccionada del grupo que incluye: 

(a) la parte que codifica la fosfolipasa A del polinucleotido clonado en pl^smido pYES 
2,0 presente en Escherichia coll DSM 1 1299; 

(b) la secuencia de ADN mostrada en la posiciones 23-1063 en la secuencia ID No 1 . 
mds preferiblemente las posiciones 113-1063 en la secuencia ID No 1. o incluso 
m^s preferiblemente las posiciones 113-929 en la secuencia ID No 1. o su cadena 
complementaria; 

..(c) . una secuencia de ADN que es hpm6loga al menos en un 70% con dicha 
secuencia de ADN definida en (a) o (b); 
(d) una secuencia de ADN definida en (a) o (b). la cual codifica un polipeptido que 
presenta actividad fosfolipasa y es homologa al menos en un 70% con la 
secuencia polipeptidica mostrada en las posiciones 31^346 de la secuencia ID 
No 2. o m^s preferiblemente hom6loga al menos en un 70% con la secuencia 
polipeptidica mostrada en las posiciones 31-303 de la secuencia ID No 2; 
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(e) una secuencia de ADN que hibridiza con una sonda de ADN de doble cadena que 
incluye la secuencia de ADN mostrada en las posiciones 23-1063 en la secuencia 
ID No 1 con rigor bajo; 

(0 una secuencia de ADN que codifica para un polipeptido que tiene las secuencias 
de amino^cidos de residues 1 a 346, 31 a 346 o 31 a 303 de la secuenda ID No 2 
o las secuencias de aminoaddos codificadas por cualquiera de las secuendas de 
ADNde(e);y 

(g) una secuencia de ADN que es un fragmento de las secuencias de ADN 
especificadas en (a), (b). (c), (d), (e), o (f). 

En esta especificaci6n, cuando se hace referencia a la parte que codifica 
fosfolipasa de la secuenda donada de ADN en plasmido pYES 2.0 presente en DSM 
11299, tal referencia est5 tambien destinada a incluir la parte que codifica fosfolipasa de 
la secuenda de ADN presentada en la secuencia ID No 1. 

En consecuencia. los t6rminos "la parte que codifica fosfolipasa de la secuencia 
donada de ADN en plasmido pYES 2.0 presente en DSM 11299" y "la parte que codifica 
fosfolipasa de la secuencia de ADN presentada en la secuencia ID No 1" puede utilizarse 
indistintamente. 

La secuencia de ADN puede ser de origen genomico, ADNc o sint§tico o de 
cualquier combinacidn de los mismbs. 

La presente invenci6n incluye tambi6n una secuencia donada de ADN que 
codifica una enzima que presenta actividad fosfolipasa A y/o fosfolipasa B que tiene la 
secuencia de aminodcidos presentados como la parte madura de la secuencia ID No 2. la 
cual difiere de la secuencia ID No 1 por la degeneracibn de! c6digo gen6tico. 

La secuenda de ADN mostrada en la secuencia ID No 1 y/o una secuencia de 
ADN analoga de la invenci6n puede clonarse de una cepa del Fusarium oxysporum 
fungica filamentosa que produce la enzima con actividad fosfolipasa. u otro organismo 
relacionado como se describe con mds detalle a continuaci6n (v6ase seccidn "Fuentes 
microbianas"). 

De forma alternativa, la secuencia analoga puede formarse basandose en la 
secuencia de ADN presentada como la parte que codifica la fosfolipasa de la secuencia 
ID No. 1, p. ej. puede ser una subsecuencia. y/o fonmarse mediante la introducci6n de 
sustituciones del nucledtido que no originan otra secuencia de amino^cidos de la 
fosfolipasa codificada por la secuencia de ADN, pero conresponde con el uso del cod6n 
del organismo hu6sped destinado a la produccidn de la enzima. o por la introducci6n de 
sustitudones del nucleotido que pueden originar una secuenda de aminoAcidos diferente 
(es decir una variante de la fosfolipasa de la invencidn). 
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Cuando se realizan sustituciones del nucle6tido, los cambios de aminoacidos son 
preferiblemente de car^cter menor. es decir sustituciones conservadoras del amino^cido 
que no afectan significativamente el pliegue o actividad de la protelna; pequenas 
eliminaciones. nomnalmente de uno hasta aproximadamente 30 aminoacidos; pequenas 
extensiones de aminoterminales o carboxilterminal, como un residue aminoterminai de 
metionina; un peptide de enlace pequefto de hasta aproximadamente 20-25 residues; o 
una pequena extensi6n que facilita la purificaci6n. como un tracto polihistidina; un epttbpo 
antigenico o un dominio de union. 

Ejemplos de sustituciones conservadoras est^n dentro del grupo de aminoacidos 
b^sicos. como arginina, lisina, histidina; aminoacidos ^cidos, como acido glutamico y 
5cido aspartico; aminoacidos polares, como glutamina y asparragina; aminoacidos 
hidrof6bicos. como leucina, isoleucina. valina; amino^icidos- aromaticos, como 
fenilalanina. tript6fano, tirosina; y aminoacidos pequenos, como glicina, alanina, serina, 
treonina. metionina. Para una descripcidn general de sustitucibn del nucIe6tido» vease p. 
ej. Ford et al.. (1991). Protein Expression and Purification 2. 95-107. 

Ser^ obvio para los expertos en la t^cnica que dichas sustituciones pueden 
llevarse a cabo fuera de las regiones fundamentales para la funcion de la mol6cula y 
dando todavia como resultado un polipeptido active. Aminoacidos esenciales para la 
actividad del polipeptido codificadb per la secuencia clonada de ADN de la invencidn y en 
consecuencia no sometida preferiblemente a la sustitucibn pueden identificarse segun 
unos procedimientos conocidos en la t^cnica. como mutagenesis dirigida o mutagenesis 
de escaneado de alanina (cf. p. ej. Cunningham y Wells, (1989), Science 244, 1081- 
1085). En la ultima t6cnica, las mutaciones se introducen en cada residue de la mol6cuIa 
y las moieculas mutantes producidas se evaluan per su actividad biol6gica (es decir 
fosfoiipasa) para identificar los residues de amino^icidos que son fundamentales para la 
actividad de la mol6cula. Tambien pueden determinarse los lugares de interacci6n 
substrato-enzima mediante anSlisis de la estructura cristalina tal como se determina por 
tecnicas como el an^lisis de resonancia magnetica nuclear, cristalografia o marcado por 
fotoafinidad (cf. p. ej. de Vos et a!., (1992), Science 255. 306-312; Smith et al.. (1992), J 
Mel. Biol. 224. 899-904; WIedayer et al, ■ (1 992),.FEBS Lett 309, 59-64). 

Los polipeptidos de la presente invencion induyen tambien polipeptidos fundidos o 
polipeptidos divisibles per fusi6n, en los cuales esta fundido otro polipeptido en el N- 
terminal o el C-tenminal del polipeptido o fragmente del mismo. Un polipeptido fundido se 
produce al fundir una secuencia de ecido nucleico (o una porcion) que codifica otro 
polipeptido para una secuencia de 5cido nucleico (o una porcion) de la presente 
invencien. En la tecnica se conocen tecnicas para la producci6n de polipeptidos fundidos 
e incluyen la tigadura de las secuencias de codificacidn que cedifican los polipeptidos de 
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modo que se encuentran en 'marco' y de modo que la expresidn del polip6ptidd fundido 
esta bajo ojntrol del mismo promotor(es) y temninador. 

La secuencia de ADN de la invenddn puede clonarse de la cepa Escherichia coli 
DSM No. 11299 usando t6cnicas de cionacion estAndar p. ej. tal como esW descrito por 
Sambrook et al.. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Co\6 Spring Harbor 
Lab.; Cold Spring Harbor, NY. 

Puesto que los presentes inventores ban resuelto el problema de desarrollar un 
ensayo de rastreo adecuado para su uso en una t6cnica de clonadon por expresidn para 
clonar una fosfolipasa de la invenci6n, v6ase la secd6n con el Htulo "Protocolo para la 
clonad6n de una fosfolipasa fungica filamentosa". la secuenda de ADNde la invenddn 
puede ahora donarse por cualquier m6todo general que implique 

• clonad6n. en vectores adecuados. una biblioteca de ADNc de cualquier 
organismo supuesto para produdr la fosfolipasa de inter6s, 

• transfonnad6n de c6lulas hu6sped de levadura adecuadas con dichos vedores, 

• cultivo de las c6lulas hu§sped bajo condiciones adecuadas para expresar 
cualquier enzima de interes codificada por un don en la biblioteca de ADNc. 

• seleccidn de clones posilivos determinando cualquier actividad fosfoljpasa de la 
enzima produdda por dichos dones, y 

• aislamiento del ADN que codifica la enzima de dichos clones. 

De forma altemativa. puesto que la presente invencion proporciona por primera 
vez una secuencia clonada de ADN que codifica una enzima PLA fungica filamentosa. el 
ADN que codifica una fosfolipasa de la invencidn puede. segiin procedimientos bien 
conocidos. ser donado convenientemente de una fuente adecuada como cualquiera de 
los organismos mencionados en la seccidn "Fuentes microbianas". usando sondas 
sint6ticas de oligonucleotido preparadas sobre la base de una secuenda de ADN descrita 
aqui. Por ejemplo. una sonda de oligonucledtido adecuada puede ser preparada 
basdndose en la parte que codifica fosfolipasa de las secuendas nucle6tidicas 
presentadas como SEC ID No 1 o cualquier subsecuenda adecuada de la misma. o la 
base de la secuenda de aminodcidos SEC ID No 2. 

Adicionalmente. puesto que una secuencia clonada de ADN de la invencidn . 
codifica un polip6ptido que tiene actividad fosfolipasa segun la invend6n. un niimero de 
las formas de realizaddn especificas relativas a un polip6ptido aislado que tiene actividad 
fosfolipasa de la invenci6n son tambi6n formas de realizad6n de la invendon para una 
secuenda donada de ADN de la invencidn que codifica un polip6ptido que tiene actividad 
fosfolipasa. Consecuentemente, referencias y formas de realizaci6n preferidas de dicho 
polip6ptido aislado que tiene actividad fosfolipasa se refieren tambi6n a una secuencia 
donada de ADN de la invencibn. 
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En consecuencia, una forma de realizacion de la invenci6n se refiere a una 
secuencia clonada de ADN segun la invend6n, donde la fosfolipasa codificada por dicha 
secuencia de ADN as una fosfolipasa A1 . 

En otra forma de realizacion. una secuencia clonada segun la invencldn es una 
5 secuencia clonada de ADN, donde la fosfolipasa codificada por dicha secuencia de ADN 
es una fosfolipasa A2 y, en incluso una forma de realizacidn adicional, una secuencia 
clonada segun la invencidn es una secuencia clonada de ADN, donde la fosfolipasa 
codificada por dicha secuencia de ADN es una fosfolipasa B. 

Preferiblemente, dicha secuencia clonada de ADN segOn la invencidn codifica un 
10 polip^ptido que tiene actividad fosfolipasa A1 . 

Adidonalmente. la invencion se refiere a una secuencia clonada de ADN segiln la 
invencion, donde la fosfolipasa codificada por dicha secuencia de ADN es una fosfolipasa 
que es sustancialmente independiente de la concentracidn Ca^^ medida como: 

actividad fosfolipasa relativa a 5 nnM EDTA y 5mM Ca^^ en un ensayo de la 
IS actividad fosfolipasa que mide la liberacion de acidos grasos libres de lecitina en un 
tamp6n que incluye 2% lecitina. 2% Triton X-100, 20 mM citrato. pH 5; incubado durante 
10 min. a 37X seguido por una parada de reacci6n a 95^*0 durante 5 minutos.; 
donde la proporcion de actividad fosfolipasa relativa a 5mM EDTA/5 mM Ca^"* es una 
proporcton que es superior a 0.25. mcis preferiblemente una proporci6n que es superior a 
20 0.5. 

Todavia mas, la invencidn se refiere a una secuencia clonada de ADN segun la 
invencion, donde la fosfolipasa codificada por dicha secuencia de ADN es una fosfolipasa 
que tiene una actividad fosfolipasa que es al menos 0.25 nmol/min, dosis enzimcitica: 60 
^g, a 25^*0; mas preferiblemente al menos 0.40 nmol/min. dosis enzimatica: 60 ^g. a 
25 25''C; medido en un ensayo de la fosfolipasa monomolecular de la manera siguiente: 

a. en un equipo monomolecular (cuba de orden cero) en una superficie Integramente 
purificada de una solucion tamp6n (10 mM TRIS. pH 8,0. 25*0) una capa monomolecular 
del fosfollpido DDPC (Di Dicanoil (CIO) Fosfatidil Colina) se extiende desde una solucion 
de clorofonmo; 

30 b. tras la relajacidn de la capa monomolecular (evaporacidn del cloroformo). la presion de 
la superficie se ajusta a 15 mN/m. correspondiente a una ^rea media molecular de DDPC 
de aproximadamente 63 AVmolecula; 

c. una solucion tampon (como la anterior) con 60 \ig de enzima se inyecta a traves de la 
capa monomolecular en la subfase del compartimiento de reaccion (citindro con drea 

35 1 520 mm^ y volumen 30400 mm') en el "cuba de orden cero"; 

d. la actividad enzimatica se determina a travds de la velocidad de una barrera mdvil que 
comprime la capa monomolecular con e! objetivo de mantener la presidn de la superficie 
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constante. mientras las mofeculas del sustrato insolubles son hidrolizadas en productos 
de reacci6n m^s hidrosolubles. donde el numero de DDPC-mol6culas hidrolizadas por 
minuto por la enzima se estima del ^rea media molecular (MMA) de DDPC. 

En otra fornna de realizaci6n. la invenci6n se refiere a una secuencia clonada de 
ADN segOn la invencion, donde la fosfolipasa codificada por dicha secuencia de ADN es 
una fosfolipasa que bene una acUvidad fosfolipasa capaz de liberar al menos 7 junol de 
acido graso libre/ min./ mg enzima; mds preferiblemente al menos 15 ^mol de^ddo graso 
libre/ mini mg enzima; medido de la siguiente manera: 

La actividad fosfolipasa es medida en un ensayo que mide la liberacidn de dcidos 
grasos libres de lecitina en un tampan que incluye 2% lecitina. 2% Tritdn X-100, 20 mM 
citrato. pH 5; incubado durante 10 min. a 37X seguido por una parada de reaccidn a 
95"C durante 5 minutos. 

En fomias de realizaci6n adidonales. la invenci6n se refiere a: 

una secuencia clonada de ADN segun la invenci6n, donde la fosfolipasa 
codificada por dicha secuencia de ADN es capaz de realizar el desgomado enzim^tico de 
un aceite comestible segun un m6todo de la invenci6n con el objetivo de redudr la 
cantidad de componentes con f6sforo en un aceite comestible que induye un contenido 
de f6sforo no hidratable de al menos 50 ppm; y 

una secuencia clonada de ADN segun la invenci6n. donde la fosfolipasa 
codificada por dicha secuenda de ADN es capaz de realizar un desgomado enzimatico 
de un aceite comestible desgomado con agua (que tiene un contenido de f6sforo de 50- 
250 ppm) reduciendo de ese modo el contenido de fdsforo del aceite a menos de 11 ppm. 
donde el proceso de desgomado enzimatico consta del contacto de dicho aceite a un pH 
de 1,5-8 con una solucion acuosa de la fosfolipasa. la cual es emulsionada en el aceite 
hasta que el contenido de fdsforo del aceite se reduce a menos de 11 partes por mill6n, y 
separando posterionmente la fase acuosa del aceite tratado. 

Preferiblemente. una secuenda clonada de ADN segun la invend6n es una 
secuenda clonada de ADN. donde la fosfolipasa codificada por dicha secuenda de ADN 
es capaz de realizar dicho proceso de desgomado enzimatico del aceite comestible 
desgomado con agua usando menos de 2 mg de la fosfolipasa (sustanda seca) / kg de 
aceite, y donde la fosfolipasa esta en contacto con dicho aceite durante un perfodo de 
tiempo de 15 minutos a 2 horas. 

Protocolo para la clonacion de una fosfolipasa fungica filamentosa 

Hubo varias dificultades tecnicas cuando se intentd aislar una fosfolipasa de la 
invendon o clonar una codificadon del polinucledtido para ello. Pareda imposible aislar la 
enzima y el problema para clonar el polinude6tido continuaba. 
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Como se describe en la presente, no estaba disponible ninguna secuencia de 
ADN previa que codifica una fosfolipasa fungica filamentosa A. Consecuentemente. los 
presentes inventores desan-ollaron una estrategia de clonaci6n basada en ta cfonacidn 
por expresidn en ta t^cnica de levadura (H. Dalboege et al Mol. Gem Genet (1994) 
5 243:253-260.; WO 93/1 1249; y WO 94/14953). 

Uno de los principales problemas de esta tecnica es que la levadura produce una 
actividad interna que provoca bases de la fosfolipasa en ensayos de placa. Estas bases 
resultaron ser altamente dependientes de la cantidad de sustrato en las placas de ensayo 
y, por este motivo. la cantidad de sustrato tenfa que vaforarse cuidadosamente a un nivel 
10 donde las bases fueran suficientemente bajas para que el ensayo fuese fiable durante el 
procedimiento de seleccion de la clonacidn por expresidn. pero suficientemente altas para 
que la reaccion tuviera lugar 

Ademis, las cepas fungica filamentosa comprenden en general varias lipasas 
diferentes, algunas de las cuales incluso presentan una actividad fosfolipasa limitada. 
15 Dichas lipasas se definen aquf como "una lipasa con una actividad fosfolipasa lateral" 
(v6ase seccion "Definiciones** de la presente invenci6n). 

En el ensayo de placa, tambi^n se observ6 que las bases de dichas lipasas con 
una actividad fosfolipasa lateral eran altamente dependientes de la cantidad de sustrato 
en lias placas de ensayo y, de este manera. la cantidad de sustrato tenia que incluso 
20 valorarse m^s cuidadosamente con el objetivo de eliminar la actividad de base de tanto 
las c6lulas de levadura como de las lipasas fungicas filamentosas con actividad 
fosfolipasa lateral. 

Ademas. se descubri6 que tenia que realizarse una selecci6n cuidadosa del 
sustrato, puesto que muchos no suministraron ninguna solucion funcional a este 
25 problema. ya que varios de los substrates de la fosfolipasas evaluados dieron una 
actividad de base porque las lipasas, sin actividad fosfolipasa, pudieron reaccionar sobre 
los substrates. En consecuencia. con el objetivo de identificar un sustrato adecuado un 
alto numero de substrates tenlan que ser evaluados y valorados. 

La solucidn encontrada para poder realizar la clonaci6n por expresion de un 
30 polinucleotido que codifica fosfolipasa fue usar Lipoid E80 (de Lipoid GmbH) en unas 
concentraciones cuidadosamente controladas. En la secci6n Materiales y Metodo de la 
presente se presenta una descripci6n detallada de la clonaci6n por expresi6n completa 
en protocolo de la levadura, incluyendo un ensayo de placa que resuelve los problemas 
. descritos anteriormente. 

35 
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Homologta/identidad de secuencias de ADN 

La homologfa/identidad de secuencias de ADN arriba mencionada se determina 
como el grado de identidad entre dos secuencias que indican una desviacidn de la 
primera secuencia de la segunda. La homologia puede determinate iddneamente 
5 mediante unos programas infomnSticos conoeidos en la t§cnica, como GAP provisto en el 
paquete del programa GCG (Program Manual for Wisconsin Package, Versi6n 8, Agosto 
1994. Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison. Wisconsin, USA 
53711)(Need!eman, S.B. y Wunsch. CD., (1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443- 
453). Usando GAP con las siguientes disposiciones para la comparacidn de secuencias 

10 de ADN: pena de creaci6n de GAP de 5.0 y pena de extension de GAP de 0.3. la zona de 
codificacl6n de la secuencia de ADN presents un grado de identidad de preferiblemente 
. al menos 70%, mSs preferiblemente al menos 80%. m^s preferiblemente al menos 90%, 
mas preferiblemente al menos 95%. m^s preferiblemente al menos 97% con la parte que 
codifica fosfolipasa de la secuencia de ADN mostrada en SEC ID No 1 (es decir posicidn 

15 23-1063 en SEC ID No 1); o mds preferiblemente con la secuencia de ADN mostrada en 
la posicidn 113-1063 en SEC ID No 1 (pos. 113 corresponde al residue N-terminal? de la 
enzima madura); o incluso mas preferiblemente con la secuencia de ADN mostrada en la 
posicl6n 23-929 en SEC ID No 1 (pos. 929 corresponde al residue C-terminal en la 
enzima secretada y procesada de C-terminal). 

20 

Hibridacion 

La hibridaci6n mencionada se destine a comprender una secuencia de ADN 
analogs que se hibridiza en una sonde de ADN de doble cadena correspondiente a la 
parte que codifica fosfolipasa de la secuencia de ADN mostrada en SEC ID No 1. es decir 

25 nucle6tidos 23-1063. o m^s preferiblemente con una sonda de ADN de doble cadena 
correspondiente a la secuencia de ADN mostrada en la posici6n 113-1063 en SEC ID No 
1 (pos. 113 corresponde con el residue N-terminal de la enzima madura); o incluso m^s 
preferiblemente con una sonda de ADN de doble cadena conrespondiente a la secuencia 
de ADN mostrada en la posici6n 23-929 en SEC ID No 1 (pos. 929 con-esponde con el 

30 residuo C-terminal en la enzima activa secretada y procesada de C-terminal). segun al 
menos unas condiciones de rigor bajo tal como se describe con m^s detalle abajo. 

Las condiciones experimentales adecuadas para detenminar una hibridaci6n con 
rigor bajo. medio o alto entre una sonda de nucle6tido y una secuencia de ADN o ARN 
hom6loga implican una preinmersi6n del filtro que contiene los fragmentos de ADN o 

35 ARN para hibridizar en 5 x SSC (cloruro de sodio/ citrate de sodio. Sambrook et al. 1989) 
durante 10 minutes y prehibridizaci6n del filtro en una solucion de 5 x SSC, 5 x soluci6n 
de Denhardt (Sambrook et al. 1989). 0.5 % SDS y 100 ^ig/ml del ADN de esperma de 
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salmon desnaturalizado y sometido a un bafio de ultrasonido (Sambrook et al. 1989). 
seguida de hibridacion en la misma solucidn con 10 ng/ml de una sonda cebada 
aleatoriamente (Feinberg. A. P. y Vogelstein, B. (1983) AnaL Biochem, 132:6-13). 
marcada ^^P-dCTP (actividad especi'fica > 1 x 10® cpm/^g ) durante 12 horas alrededor de 
5 45'*C, Entonces se lava el filtro dos veces durante 30 minutes en 2 x SSC, 0.5 % SDS a 
una temperatura de al menos 55°C (rigor bajo). mas preferiblemente al menos 60X (rigor 
medio). ademSs m^s preferiblemente al menos 65*C (rigor medio/atto), incluso mSs 
preferiblemente at menos 70"C (rigor alto), incluso m^s preferiblemente al menos 75**C 
(rigor rauy alto). 

10 Las mol^culas a tas cuales la sonda de oligonucle6tido hibridiza bajo estas 

condiciones son detectadas usando una pelicula radiogrdfica. 

Se ha descubierto que es posible pronosticar teoricamente si dos secuencias de 
ADN dadas se hibridizar^n o no bajo condiciones especificas determinadas. 

En consecuencra. como una alternativa al m^todo experimental descrito 
15 anteriormente. la determinacion de si una secuencia de ADN an^Ioga hibridar^ o no a la 
sonda de nucle6tido anteriormente descrita. puede basarse en un calculo te6rico de la 
Tm (temperatura de fusion) en la que dos secuencias de ADN heterologas con 
secuencias conocidas se hibridar^n bajo unas condiciones especificas (p. ej. con 
respecto a la concentracion de cation y temperatura). 
20 Gon el objetivo de determinar la temperatura de fusi6n para las secuencias del 

ADN heterologas (tm(hetero)) es precise determinar inicialmente la temperatura de 
fusidn (Tm(homo)) para las secuencias de ADN homdiogas. 

La temperatura de fusi6n (Tm(homo) entre dos secuencias totalmente 
complementarias de ADN (formacion de homoduplex) puede detenminarse usando la 
25 f6rmula siguiente: 

Tm(homo) = 81. 5X + 16.6(log M) + 0.41 (%GC) - 0.61 (% fonna) - 500/L CCunent 
protocols in Molecular Biology*. John Wiley and Sons, 1995). donde 

"M" denota la concentracion de cation molar en tampan de lavado. 
-%GC" % Guanina (G) y Citosina (C) del numero total de las bases en la 
30 secuencia de ADN. . ^ 

"% forma" % formamida en el tampdn delavadd, y 
"L" la longitud de la secuencia de ADN. 

Usando esta f6nnula y las condiciones de iavado experimentales anteriormente 
mencionadas, la Tm(homo) para la formacion de homoduplex de la sonda de nucle6tido 
35 con-espondiente a la secuencia de ADN mostrada en SEC ID No 1. es declr nucleotidos 
23-1060 es: 

Tm(homo) = 81,5 + 16.6 (log 0.30) + 0.41(56) - 0.61(0) - (500/1038) 
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Tm(homo) = 103.5" C. 

"M": 2 X SSC corresponde con una concentraci6n catidnica de Q,3M. 

"%GC** El %GC en SEC ID No 1 pos. 23-1060 es de 56% 

"% form": No hay ningOn fomiamid en el tannpbn del lavado. 

"L": La longitud de SEC ID No 1 SEC ID No 1 pos. 23-1063 1038 bp. 

La Tm determinada por la fdrmula anterior es la Tm de una formaci6n de 
homoduplex (Tm(homo)) entre dos secuencias de ADN totalmente complementarias. Con 
el objetivo de adaptar el valor Tm a aquel de dos secuencias del ADN heter6!ogas, se 
asume que un 1% de diferencia en la secuenda de nuclebtidos entre las dos secuencias 
heter6logas equivale a una disminuddn de VC de la Tm CCurwnt protocols en Molecular 
Bioiogf. John Wiley and Sons. 1995). En consecuenda. la Tm(hetero) para la fomiaci6n 
de heteroduplex se obtiene al substraer la diferenda en % de la homologia entre la 
secuenda anSloga en cuestibn y la sonda de nudedtido anteriormente descrita de la 
Tm(homo). El porcentaje de la homologfa de ADN que debe substraerse se calcula como 
se describe en este caso (v6ase arriba): 

Homologia para secuencias de aminoacidos 

La homologia del polip6ptido mencionada anteriormente se determina como el 
grado de identidad entre dos secuencias que indican una desviaci6n de la primera 
secuenda a la segunda. La homologia puede determinarse id6neamente mediante 
programas informaticos conocidos en la t^cnica como GAP provisto en el paquete del 
programa GCG {Program Manual for the Wisconsin Package, Versi6n 8, Agosto 1994. 
Genetics Computer Group. 575 Science Drive, Madison, Wisconsin. USA 53711) 
{Needleman. S.B. and Wunsch. CD.. (1970). Journal of Molecular Biology, 48. 443-453. 
Usando GAP con las siguientes disposidones para la comparacidn de la secuenda 
polipeptidica: pena de creacidn del GAP de 3.0 y pena de extensidn del GAP de 0.1. la 
parte madura de un poIip6ptido codificado por una secuenda de ADN an^loga presenta 
un grado de identidad preferibiemente de al menos 70%. m^s preferiblemente al menos 
de 80%. m^s preferiblemente al menos de 90%. m^s preferiblemente al menos de 95%. 
espedalmente al menos de 97% con la parte madura de la secuencia de aminoacidos 
mostrada en SEC ID No 2. es decir posiddn 31-346 en SEC ID No 2. o m^s 
preferiblemente con la secuencia de aminoacidos mostrada en la posidon 31-303 de SEC 
ID No 2 (pos. 303 es el residue C-terminal en la enzima activa. secretada y procesada de 
C-terminal). 

La presente invencibn se dirige tambi§n a unas variantes de la fosfolipasa con una 
secuenda de aminoacidos que no difiere en m^s de tres amino^ddos. preferiblemente en 
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no mas de dos aminoacidos, y m^s preferibtemente en no mas de un aminodcido de la 
parte madura de la secuencia de aminoacidos presente en la SEC ID No 2. 

Ademas. las. identidades del aminodcido preferidas mencionadas anteriomnente 
tambien se refieren a un andlogo de una secuencia clonada de ADN de la invandon, cuya 
5 secuencia codifica un poltp^ptido que presenta actividad fosfoiipasa y que es homdioga a! 
menos en un 70% con la secuencia polipepttdica mostrada en las posiciones 31-346 de la 
SEC ID No 2, o mds preferiblemente hom6loga al menos en un 70% con fa secuencia 
polipepttdica que incluye las posiciones 31-303 de SEC ID No 2. 

10 Reactividad cruzada inmunologtca 

Los anticuerpos que se utilizan para determinar la reactividad cruzada 
inmunol6gica pueden prepararse usando una fosfoiipasa purificada. Mds 
especiftcamente. el antisuero contra la fosfoiipasa de la invencidn puede aumentar 
mediante la inmunizaci6n de conejos (u otros roedores) segun el procedimiento descrito 

15 por N. Axelsen et al. en A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell 
Scientific Publications. 1973, Capitulo 23, o A. Johnstone y R. Thorpe, Immunoctiemistry 
in Practice, Blackwell Scientific Publications. 1982 (m^s especlficamente p. 27-31). Las 
inmunoglobulinas purificadas pueden obtenerse del antisuero obtenido, por ejempto por la 
precipitacion de sal ((NH4)2 SO4), seguido por diSlisis y cromatografia de intercambio 

20 i6nico. e.g. en DEAE-Sefadex. La caracterizacion inmunoquimica de las proteinas 
pueden realizarse bien por el analisis de doble difusion de Ouchterlony (O. Ouchterlony 
in: Handbook of Experimental Immunology {DM. Weir. Ed.), Blackwell Scientific 
Publications, 1967, pp. 655-706). por inmunoelectrofdresis cruzada (N. Axelsen et al., 
supra . Capitulos 3 y 4). o por inmunoelectrofdresis de cohete (N, Axelsen et al.. Capitulo 

25 2). 

Fuentes microbianas 

En la fecha de prioridad de la presente invencidn. la taxonomia aplicada abajo es 

confonme al navegador de la taxonomia NCBI del World Wide Web (WWW); 
30 Un polrp^ptido aislado que tiene actividad fosfoiipasa y la secuenda clonada de 

ADN correspondiente de la invencidn puede obtenerse de cualquier microorganismo. 

preferiblemente un hongo filamentoso. una c^lula de levadura. o una bacteria. 

Preferiblemente, una fosfoiipasa y la secuencia clonada de ADN correspondiente 

de la invencion puede obtenerse de una cepa fungica filamentosa. donde un tipo 
35 preferido es Ascomycota, donde una clase preferida es Pyrenomycetes que incluye la 

familia preferida Nectriaceae. 
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ms preferiblemente. la fosfolipasa y ta secuencia clonada de ADN 
correspondiente de la invencidn pueden obtenerse de una cepa del g6nero Fusarium, 
como una cepa de F. culmorum, F. heterosporum, o F so/an/, en particular una cepa de 
Fusarium oxysporum. 

AdemSs, una fosfolipasa y la secuencia clonada de ADN coaespondifente de la 
invencion puede obtenerse de una cepa fungica filamentosa dentro del g6nero 
Aspergillus, como una cepa de Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus 
japonicus, Aspergillus niger o en particular Aspergillus oryzae, 

Un aislamiento de una cepa de Fusarium oxysporum, de la cual puede obtenerse 
una fosfolipasa de la invenci6n, se ha depositado segun el Tratado de Budapest sobre el 
Reconocimiento Internacional del Deposito de Microorganismos a los fines del 
Procedimiento en materia de Patente en el Deutche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, RepOblica federal de 
Alemania, (DSM). 
15 Fecha de dep6sito: 6 Junio 1983 

Referencia del depositante: NN041759 

DSM No.: Fusarium oxysporum DSM No. 2672 

Adem^s, el pl^smido de expresi6n pYES 2,0 que incluye la longitud total de la 
secuencia de ADNc que codifica fosfolipasa de la invenci6n se ha transformado en una 
cepa de Escherichia coli que se deposit6 segun el Tratado de Budapest sobre el 
Reconocimiento Internacional del Dep6sito de Microorganismos a los fines del 
Procedimiento en materia de Patente en el Deutche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb. D-38124 Braunschweig. RepOblica federal de 
Alemania. (DSM). 
25 Fecha de deposito: 25 Noviembre 1996 

Referencia del depositante: NN049279 
DSM No.: Escherichia coli DSM No. 1 1 299 

Vectores de expreslon 

30 , El vector de expresi6n de la invencion puede ser cualquier vector de expresi6n, es 

decir convenientemente sujeto a procedimientos de ADN recombinantes. y la elecci6n del 
vector depender^ a menudo de la c6lula hu^sped eh la cual tiene que introducirse el 
vector. Asf. el vector puede ser un vector de replicaci6n autbnoma, es decir un vector que 
existe como una entidad extracromos6mica, ta reproducci6n del cual es independiente de 

35 la replicacion cromos6mica. p. ej. un pl^smido. De forma altemativa. el vector puede ser 
aquel que, cuando se introduce en una c6lula hu6sped, se integra en el genoma de la 
c^lula hu6sped y se reproduce junto con el cromosoma{s) en el cual se ha integrado. 


20 
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En el vector de expresi6n, la secuencia de ADN que codifica fosfolipasa estana 
operativamente coniectada a una secuencia adecuada de terminact6n y promotora. La 
promotora puede ser cualquier secuencia de ADN que muestra una acttvidad 
transcripcional en la celula hu^sped de eleccidn y puede derivarse de proteinas que 
5 codifican genes que son bien homdfogas o heter6logas a la c6lula huSsped; Los 
procedimientos usados para enlazar la codificaci6n de las secuencias de ADN para la 
fosfolipasa, la promotora y la de terminacidn y para insertadas en vectores adecuados 
son bien conocidos por los expertos en la tecnica (cf. p. ej. Sambrook et al., (1989), 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Haribor, NY). 

10 Ejemplos de promotoras adecuadas para su uso en cSlulas huesped fungicas 

filamentosas son, p. ej; la promotora ADH3 {McKnight et al.. The EMBO J. 4 (1985), 2093 
- 2099) o la promotora teiA. Ejemplos de otras promotoras utiles son esos derivados del 
gen que codifica amilasa de Aspergillus oryzae TAKA, proteinasa aspdrttca de 
Rhizomucor miehei, a-amilasa neutral de Aspergillus niger, a-amilasa de ^cido estable de 

15 Aspergillus niger, glucoamilasa (gluA) de Aspergillus awamoh o Aspergillus niger, lipasa 
de Rhizomucor miehei. proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, Aspergillus oryzae 
isomerasa del fosfato de triosa de Aspergillus oryzae o acetamidasa de Aspergillus 
hidulans, 

20 Celulas huespedes 

La presente invencion tambien se refiere a celulas huespedes recpmbinantes que 
incluyen una secuencia de dcido nucleico de la invencion. las cuales pueden 
ventajosamente usarse en la produccion recombinante de los polip6ptidos. El t^rmino 
"c6lula hu6sped" comprende cualquier descendiente de una c6lula madre que es no 
25 id§ntica a la celula madre debido a las mutaciones que tienen lugar durante la replicacion. 

La celula se transforma preferiblemente con un vector que induye una secuencia 
de acido nucleico de la invenci6n seguida por la integracion del vector en el cromosoma 
huesped. 

"Transformacibn" significa la introducci6n de un vector que incluye una secuencia 
30 de acido nucleico de la presente invencion en una c6Iula hu6sped, de modo que el vector 
se mantiene como un integrante cromos6mico o como un vector extracromos6mico de 
propia replicacion. La integracion se considera generalmente una ventaja, ya que la 
secuencia de icido nucleico es m^s posible que sea mantenida de manera estable en la 
c§lu!a. La integracidn del vector en el cromosoma hu6sped puede tener lugar por 
35 recombinaci6n hom6loga o no hom6Ioga en el modo descrito anteriormente. 

En una forma de realizacion preferida, la c6lula huesped es una c6lula fungica. 
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"Fungrcomoseutilizaenestecasoincluyeelfilo Ascomycota, Basidiomycota, 

Chytridiomycota y Zygomycota (tal como se define por Hawkswort et al.. En. Ainsworth 
andBisb/s Dictionary of the Fungi. 8' edicion. 1995, CAB Intemadonal. University Press, 
Cambridge, UK) asf como el Oomycota (como se cita en Hawl<sworth et al.. 1995, supra, 
pigina 171) y todos los hongos mitosporicos (Hawksworth et al.. 1995, supra). Grupos 
representativos de Ascomycota incluyen, p. ej.. Neurospora, EupeniciHium (=Penicillium), 
Entericella ('^Aspergiilus). Eurotium {=Aspergillus) y las levaduras verdaderas 
anteriormente catalogadas. Ejemplos de Basidiomycota incluyen hongos, herrumbres y 
tizones. Grupos representativos de Chytridiomycota incluyen. p. ej.. Allomyces, 
Biastocladiella. Coelomomycesy hoagos acudticos. Gmpos representativos de Oomycota 
incluyen. p. e]., hongos acu^ticos de saprolegniomycetous (moldes de agua) como 
Achlya. Ejemplos de hongos mitosporicos incluyen Aspergillus. Penicillium. Candida y 
Altemaria. Grupos representativos de Zygomycota incluyen. p. ej.. Rhizopus y Mucor. 

En una forma de realizacidn preferida. la c6lula huesped fungica es una c6lula 
fungica filamentosa. "Hongo filamentoso" incluye todas las formas filamentosas de la 
subdivision Eumycota y Oomycota (tal como se define por Hawksworth et al.. 1995. 
supra). Los hongos filamentosos se caracterizan por un micelio vegetative compuesto de 
quitina. celulosa, glucano. quitosana. manana y otros polisaciridos complejos. El 
crecimiento vegetative tiene lugar por alargamiento hifal y el catabolismo del carbono es 
estrictamente aerdbico. Por el contrario, el crecimiento vegetative en levaduras como 
Saccharomyces cerevisiae tiene lugar mediante el brote de un tallo unicelular y el 
catabolismo del carbono puede ser femientativo. En otra forma de realizacidn preferida. 
la c6lula hu6sped fungica filamentosa es una c6lula de una especie de, pero no limitada 
a, Acremonium. Aspergillus. Fusarium, Humicola. Mucor. Myceliophthora. Neurospora. 
Penicillium, Thielavia. Tolypocladium. y Trichoderma o un teleomorfo o sindnirao del 
mismo. En otra forma de realizaci6n aiin m^s preferida. la c6lula huesped fungica 
filamentosa es una celula Aspergillus. En otra forma de realizaciOn aiin mAs preferida. la 
c6lula huesped fungica filamentosa es una c6lula Acremonium. En otra forma de 
realizacidn aun mds preferida. la c6lula hu6sped fungica filamentosa es una c6lula 
Fusarium. En ptra fomia de realizaci6n preferida. la c6lula hu6sped fiingica filamentosa 
es una cSlula Humicola. En otra forma de realizaddn preferida, la celula hu6sped fijngica 
filamentosa es una c6lula Mucor. En otra fomia de realizaci6n incluso m&s preferida, la 
c6lula hu6sped fungica filamentosa es una celula Myceliophthora. Eh otra forma de 
realizaci6n preferida, la c6lula hu6sped fungica filamentosa es una c6lula Neurospora. En 
otra forma de realizaci6n preferida. la c6lula hu6sped fOngica filamentosa es una c6lula 
Penicillium. En otra forma de realizadon preferida, la c6lula huesped fungica filamentosa 
es una celula Thielavia. En otra fonna de realizadOn preferida^ la c6lula hu6sped fOngica 
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filamentosa es una c^lula Tolypocladium, En otra forma de realizacidn preferida. la c6lula 
hu6sped fungica filamentosa es una celuta Trichoderma. En otra forma de realizacion 
preferida, la celula hu§sped fungica fttamentosa es una celula AspergiUus awamoh, 
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nigero Aspergillus oryzae. En otra 

S forma de realizacion mds preferida. la celula hu^sped fungica filamentosa es una c§lula 
Fusarium de la secci6n Discolor (tambi6n conocida como la secci6n de Fusarium): En 
otra forma de realizaci6n preferida. ta celula madre fungica filamentosa es una cepa de 
Fusarium de la secci6n Elegans, p. ej.. Fusarium oxysporum. En otra forma de realizacidn 
preferida, la celula huesped fungica filamentosa es una celula Humicola insolens o 

10 Thermomyces lanuginosa: En otra forma de realizacion preferida, la celula hu6sped 
fungica filamentosa es una celula Rhizomucor miehei. En otra forma de realizaci6n 
preferida, la celula huesped fungica filamentosa es una celula Myceliophthora 
thermophilum. En otra forma de realizacidn preferida, la c6lula huesped fungica 
filamentosa es una celula Neurospora erassa. En otra forma de realizacion preferida, la 

15 celula hu§sped fungica filamentosa es una celula Penicillium purpurogenunri. En otra 
forma de realizacion preferida, la celula huesped fungica filamentosa es una celula 
Thielavia terrestris. En otra forma de realizacidn preferida, ta celula Trichoderma es una 
c6lula Trichoderma Harzianum, Trichoderma Koningii, Trichoderma longibrachiatum, 
Trichodenua Reesei o Trichoderma viride. 

20 Las cdlulas fungicas pueden transformarse por un proceso que imptica la 

formacidn de protoplasto. la transformacidn de los protoplastos y la regeneracidn de la 
membrana celular en una manera conocida per se. Los procedlmlentos adecuados para 
la transformacion de c^lulas huespedes Aspergillus se describen en la EP 238 023 y en 
Yelton et al.. 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81:1470-1474. 

25 Un metodo adecuado para transformar la especie Fusarium es descrito por Malardier et 
al., 1989. Gene 78:147-156 o en la patente divisional US No de serie 08/269.449. La 
levadura puede transformarse usando los procedimientos descritos por Becker y 
Guarente, En Abelson, J.N. y Simon, M.I., editors. Guide to Yeast Genetics and Molecular 
Biology, Methods in Enzymology, Volumen 194, pp 182-187. Academic Press, Inc., New 

30 York; Ito et aL, 1983, Jourrial of Bacteriology A 53'A63\ y Hlnnen et al.. 1978. Proeeed/ngs 
of the Nacional Academy of Sciences USA 75:1920. C6lulas mamlferas pueden 
transformarse medlante respuesta directa usando el metodo de preclpitaci6n de! fosfato 
de calcio de Graham y Van der Eb (1 978, Virology 52:546). 

35 Metodo para productr fosfolipasa 

La presente invencldn proporciona un metodo para producir una enzima aislada 
segun la invencion, donde una cdlula hudsped adecuada, la cual ha sido transformada 
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con una secuencia de ADN que codifica la enzima. es cultivada bajo condiciones que 
permiten la producddn de la enzinna. y la enzima resultante es recuperada del eultivo. 

Cuando un vector de expresidn que incluye una secuencia de ADN que codifica la 
enzima se transfomia en una c6lula hu6sped heter6loga puede pemiitir la produccidn 
recombinante heterdloga de la enzima de la invenddnL 

De ese modo es posible obtener una composici6n de la fosfolipasa altamente 
punficada, caracterizada por ser libre de impurezas hom6logas. 

En la presente invencibn la celula hu6sped homdioga puede ser una cepa de 

Fusarium oxysporum. 

El medio usado para cultivar las celulas hu6spedes transformadas puede ser 
cualquier medio convendonal adecuado para el credmiento de las c6lulas huespedes en 
cuestion^ La fosfolipasa expresada puede convenientemente sersecretada en el medio 
de eultivo y recuperada mediante procedimientos bien conocidos que incluyen la 
separacidn de las c6lulas del medio por centrifugado o filtrad6n. la precipitaci6n de los 
componentes protelnicos del medio mediante una sal como sulfato amdnico. seguido por 
unos procedimientos cromatogrificos como la cromatograffa de intercambio i6nico. 
cromatografia de afinidad o similares. 

Uso de la fosfolipasa 

A parte del uso de una fosfolipasa en un m6todo nuevo de la invendon para el 
desgomado enzim^tico de un aceite comestible, el cual induye una alta cantidad de 
f6sforo no hidratable. tambi6n se conocen otros usos de la fosfolipasas. 

Dichos usos/aplicaciones en la tecnica conocida de la fosfolipasas se describen a 
continuacidn. 

La fosfolipasa de la invenddn puede usarse en cualquier aplicaddn deseada para 
hidrolizar el grupo(s) acilo graso de un fosfollpido o liso-fosfollpido. como lecitina o 
lisolecitina. La fosfolipasa se utilize preferiblemente a pH 3-10 y a 30-7D'C 
(particulamtente 40-60-C). Si se desea. la fosfolipasa puede inactivarse despu6s de la 
reacci6n sometifendola a un tratamiento t6mr.ico. p. ej. a pH 7. 80X durante 1 hora o SO'C 
durante lOminutos. 

Como ejemplo. la fosfolipasa de la invencidn puede usarse en la preparad6n de 
masa. pan y pasteles. p. ej. para mejorar la elasticidad del pan o del pastel. Asl, la 
fosfolipasa puede usarse en un proceso para hacer pan. el cual incluye la adici6n de la 
fosfolipasa a los ingredientes de una masa. amasadura de la masa y cocci6n de la masa 
para hacer el pan. Esto puede hacerse en analogfa con US 4.567.046 (Kyowa Hakko) 
JP-A 60-78529 (QP Corp.). JP-A 62-111629 (QP Corp.). JP-A 63-258528 (QP Corp ) o 
EP 426211 (Unilever). 
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La fosfolipasa de la invencidn puede tambi^n usarse para mejbrar la fillrabilidad 
de una solucion acuosa o pasta basada en carbohidratos mediante su tratamiento con 
fosfolipasa. Esto es aplicable particularmente a una soIuci6n o pasta que contiene un 
hidrolizado de almid6n, especialmente un hidrollzado de almidon de trigo, puesto que 
5 6ste suele ser dificil de filtrar y a producir filtrados turbios. El tratamiento puede hacerse 
en analogia con EP 219,269 (Intemaclonal CPC). 

Adem^s, una fosfolipasa de la invencidn puede usarse para la hidr6lisis pardal de 
fosfollpidos. preferiblemente Lecitina. para obtener mejores emulsionantes del fosfoUpido. 
Esta aplicaci6n se describe en las hojas del producto para Lecitase*^ (Novo Nordisk A/S) 
10 relativa a este uso y en Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (Publisher: VCH 
Weinheim (1 996)). 

Admas, una fosfolipasa de fa invencibn puede usarse en un proceso para la 
producci6n de un pienso que comprende la mezcia de la fosfolipasa con substancias 
alimenticias y al menos un fosfolipido. Esto puede hacerse en anatogia con EP 743 017. 

15 

Desgomado de aceites vegetables/comestible segun procedinnientos conocidos en 
!a tecnica 

Segun procedimientos conocidos en la t§cnica, la fosfolipasa de la invencidn 
puede usarse en un piroceso para reducir el contenido de fosfollpidos en un aceite 

20 comestible, el cual incluye el tratamiento del aceite con fosfolipasa para hidrolizar una 
parte importante del fosfolipido y la separacidn de una fase acuosa que contiene el 
fosfolipido hidrolizado del aceite. Este proceso es aplicable a la purificaci6n de cualquier 
aceite comestible que contiene fosfolipido, p. ej. aceite vegetal como aceite de soja. 
aceite de semilla de colza y aceite de girasol. 

25 Antes del tratamiento enzim^itico, el aceite vegetal es preferiblemente pretratado 

para eliminar el limo (mucilago), p. ej. mediante refinado humedo. Nomnalmente, el aceite 
contendra 50-250 partes por mill6n de fdsforo como fosfolipido en la iniciaci6n del 
tratamiento con fosfolipasa y la invenci6n del proceso puede reducir este valor a menos 
de 11 ppm, mSs preferiblemente a menos de 5 ppm. 

30 El tratamiento enzimatico se realiza mediante la dispersldn de una solucion 

acuosa de la fosfolipasa, preferiblemente en gotitas con un diametro promedio inferior a 
10 fi(micro)m. La cantidad de agua es preferiblemente de 0.5-5% por peso en relaci6n 
con el aceite. Opclonalmente puede agregarse un emulsionante. Puede aplicarse 
agitacidn mecanica para mantener la emulsion. 

35 El tratamiento enzimatico puede realizarse con cualquier pH en el margen 1,5-8. 

El pH puede ajustarse artadiendo Aado citrico. un tamp6n de citrato o HCI. 
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Una temperalura adecuada es generalmente 3Q-70°C (particularmente 40-60-C). 
El tiempo de reaccidn nomnalmente serS de 0.5-12 horas (p. ej. 2-6 horas^ y una 
dosificad6n de la enzima adecuada serd normalmente de 100-5000 lU por litro de aceite. 
particulamiente 200-2000 Hjyi. 

El tratamiento enzimStico puede realizarse de forma discontinua, p. ej. en un 
tanque con agitacidn. o continue, p. ej. una serie de reactores de tanque con agitacidn. 

El tratamiento enzimitico es seguido por la separadon de una fase acuosa y una 
fase de aceite. Esta separaci6n puede realizarse por medios convencionales. p: ej. 
centrifugado. 

En otros aspectos. el proceso puede reafizarse segun principios conoddos en la 
tecnica. p. ej. en analogia con US 5.264.367 (Metallgesellsdiafl. Rohm): K Dahike & H 
Buchold. INFORM. 6 (12). 1284-91 (1995): H. Buchold. Fat Sd. Tedinol.. 95 (8). 300-304 
(1993): JP-A 2-153997 (Showa Sangyo): 0 EP 654.527 (Metallgesellschaft. ROhm). 

15 USD de una fosfollpasa de la Invencion en fa coccldn 

La fosfolipasa de la invend6n puede tambien usarse en los aditivos de 
mejoramiento del pan. p. ej. composidones de la masa. aditivos de la masa. 
acondidonadores de la masa. premezdas y preparaciones similares convencionalmente 
anadidas a la harina y/o la masa durante los procesos para hacer el pan u otros 
productos homeados. para proporcionar propiedades mejoradas del pan u otros 
productos homeados. 

En consecuenda. una forma de realizacidn de la invencidn se refiere a un 
mejoramiento del pan y/o una composici6n de mejoramiento de la masa y. 
adidonalmente. al uso de una fosfolipasa de la invencidn en dichas composidones. y a 
una masa o producto homeado que induye un mejoramiento del pan y/o una composicidn 
de mejoramiento de la masa de la invend6n. 

En el presente contexto los t6rminos "composici6n de mejoramiento del pan" y 
-composicidn de mejoramiento de la masa" est^n destinados a indicar las composidones 
que. adem^s del componente enzim^tico. pueden comprender otros substancias 
30 convendonalmente usadas en la coccion para mejorar las propiedades de la masa y/o 
productos homeados. A continuacidn se ofirecen unos ejemplos de didios compbnentes. 

En el presente contexto el t6miino "propiedades mejoradas" estd destinado a 
indicar cualquier propiedad que puede mejorarse por la acdbn de una enzima de la 
fosfolipasa de la invencibn. En particular, el uso de la fosfolipasas produce un aumento 
35 del volumen y una mejora de la estmdura migajosa y unas propiedades contra el gusto 
rando del producto homeado. asf como un aumento de la resistencia y la estabilidad y 
una reduccibn de la pegajosidad y. de ese modo. de la trabajabilidad de la masa. Se ha 


20 


25 
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descubierto que et efecto sobre la masa es parttcularmente bueno cuando se uttliza una 
harina de baja calidad. La mejora de la trabajabilidad es de particular importancia en 
conexi6n con la masa que tiene que ser procesada industrialmente. 

Las propiedades mejoradas son vatoradas por comparacidn con la masa y/o 
5 productos horneados preparados sin adicidn de la fosfolipasa segun la presente 
invenci6n. 

La composici6n de mejoramiento del pan y/o de la masa de la invencion puede 
comprender adicionalmente otra enzima. Ejemplos de otras enzimas son una celulasa, 
una hemicelulasa, una pentosanasa (util para la hidr6lisis parcial de pentosanas que 

10 aumentan la elasticidad de la masa), una giucosa oxidasa (util para reforzar la masa). una 
lipasa (Qtil para la modificacl6n de tipidos presentes en la masa o constituyentes de la 
masa para ablandar ta masa). una peroxidasa (Otil para perfeccionar la consistenda de la 
masa). una proteasa (util para el debilitamiento del gluten, en particular cuando se usa 
hahna de tngo dura), una peptidasa y/o una amilasa, p. ej. a-amllasa (util para suministrar 

15 azucares fermentables por levadura). 

Ademas o como una alternativa para otros componentes enzimdticos, la 
composicion que mejora la masa y/o el pan puede comprender una levadura artificial 
usada convencionalmente, p. ej. uno o mas de los constituyentes siguientes: 

Una leche en polvo (proporcionanodo color costra). gluten (para mejorar ef poder 

20 de retencion de gas de las harinas blandas). un emulsionante (para mejorar la elasticidad 
de la masa y la consistencia del pan resultante), grasa granulada (para ablandar ta masa 
y la consistencia del pan), un oxidante (anadido para robustecer la estructura del gluten; 
p. ej. ej, dcido ascdrbico, bromato de potasio. iodato de potasio o persulfato de amonio). 
un aminoacido (p. ej. cisteina). un azucar y sal (p, ej. cloruro sodico. acetato de calcio, 

25 sulfato de sodio o sulfate de calcio que sirve para hacer la masa mas firme), harina o 
almid6n. 

Ejemplos de emulsionantes adecuados son los monogliceridos o digliceridos. 
esteres del dcido tartarico de diacetilo de monogliceridos o digliceridos. esteres de azucar 
de dcldos grasos. esteres de potiglicerol de acidos grasos, esteres del acido Idctico de 

30 monogliceridos. Esteres del dcido aceticos de monogliceridos, estearatos de 
polioxietileno. fosfolfpidos y lecitina. 

En el presente contexto el termino '•producto horneado" incluye cualquier producto 
obtenido a partir de la masa. tanto de car^cter blando como crujiente. Ejemplos de 
productos horneados, que sean de tipo bianco, claro o oscuro. los cuales pueden 

35 ventajosamente producirse por la presente invencibn son pan (en particular bianco, 
integral o pan de centeno), normalmente en forma de hogazas o panecillos. barra de pan, 
pan de pita, tacos, pasteles, crepes, galletas. pan crujiente y similares. 
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La masa de la invencion puede ser de cualquiera de los tipos mencionados 
anteriormente y puede ser fresca o congetada. 

Es obvio de la descripcidn anterior que la masa de la invenci6n es normalmente 
una masa leudada o una masa que tiene que ser leudada. La masa puede leudarse de 
varias vfas como mediante la adicion de bicarbonate sddico o similar o la adici6n de una 
levadura (masa que fermenta). pero se prefiere leudar la masa mediante la adiddn de un 
cultivo de levadura adecuado como un cultivo de Saccharomyces cerevisiae (levadura de 
coccion). Pueden emplearse cualquiera de las cepas de S. cereviciae comerciafmente 
disponibles. 

Eh una forma de realizacion final la invencibn se refiere a! uso de una fosfolipasa 
de la invenci6n para la preparaci6n de masa de pasta, preferiblemente obtenida a partir 
de harina de trigo duro o una harina de calidad comparable. La masa puede prepararse 
usando t6cnicas convencionales y la fosfolipasa usada en una dosificaci6n similar a la 
descrita anteriormente. La fosfolipasa ha de ser preferiblemente de origen microbiano, tal 
como se describe aquL Se contempla que usada en la preparacidn de la pasta, la 
fosfolipasa produce un aumento de la estructura del gluten y. asi, una reduccidn de la 
pegajpsidad de la masa y un aumento de la resistencia de la misma. 

Uso de la actividad lipasa de una enzima de la invenci6n 

Como se muestra en los ejemplos. una fosfolipasa de la invencidn puede 
presentar adicionalmente actividad lipasa. 

En consecuencia la invenci6n se refiere. adem^s, al uso de esta actividad lipasa 
en usos est^ndar de una lipasa. en particular para el uso en composiclones de limpieza y 
de detergente. Dichas composiciones de limpieza y de detergente se describen en la 
t^cnica y se hace referenda a WO 96/34946; WO 97/07202; y WO 95/30011 para una 
descripci6n adidonal de composiciones de limpieza y de detergente adecuadas. 

La invenddn est^ descrita con mis detalle en los ejemplos siguientes. los cuales 
no estdn de ninguna manera destinados a limitar er objetivo de la invenci6n tal como se 
reivindica. 

MATERIALES Y M^ODOS 
Organismos depositados: 

Fusarium oxysporum DSM No. 2672 comprende la secuencia de ADN que 
codifica la fosfolipasa de la invend6n. 

Escherichia coli DSM 11299 que contiene el plismido que comprende la longitud 
total de la secuencia de ADNc. codificando para la fosfolipasa de la invenci6n, en el 
vector transportador pYES 2,0. 
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Otras cepas: 

Cepa de levadura: La cepa de Saccharomyces cerevisiae usada fue W3124 
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep4.1137; prc1::HIS3; prb1:: LEU2; dr+). 

Cepa de E. coli; DH1 OB (Tecnologfas de vida) 
Plasmidos: 

El vector de expresion pH[D414 de Aspergillus es un derivado del pl^smido p775 
(descrito en EP 238 023). La construccidn de pHD414 esta descrita en m^is detalle en 
WO 93/11249. 

pYES2,0 (Invitrogeny 

pA2PH10 (v6ase ejempio 7) 

Metodos generates de la biologia molecular 

Excepto cuando se mencione de otra manera, las manipulaciones y 
transformaciones de ADN se realizando usando m§todos estdndar de biblogia molecular 
(Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbour 
lab.. Cold Spring Harbor. NY; Ausubel. F. M. et al. (eds.) "^Current protocols in Molecular 
Biology. John Wiley y Sons, 1995; Hanwood, C. R.. and Cutting. S. M. (eds.) Molecular 
Biological Methods for Bacillus'*, John Wiley and Sons. 1990). 

Las enzimas para las manipulaciones de ADN fueron usadas segun las 
especificaciones de los suministradores. 

Enzimas para manipulaciones de ADN 

Excepto cuando se mencione de otra manera, todas las enzimas para las 
manipulaciones de ADN. como p. ej. endonucleasas de restriccidn. ligasas etc.. se 
obtuvieron de New England Biolabs. Inc. 

Ensayo de la actividad fosfolipasa basada en el test NEFA-C: 

Sustrato: L-a-lisofosfatidilcolina (Sigma). 

Sustrato: Lecitina de soja (Sigma #P3644). Usado para medir la actividad 
fosfolipasa A. 

Equipo de test Nefa-C es de Wako Chemicals Gennany. 
Tampdn: 20 mM NaOAc pH 4.5 

Solucion del sustrato: 10 mg de sustrato en 1 mL milli Q de agua y 1 mL de 
tampon (hacer suficiente solucion del sustrato para todas las muestras). 

1. Adici6n de 15 jil de enzima a 150 ^1 de soluci6n del sustrato 

2. Incubacion durante 10 min. a 40^ 

3. Transferencia de 30 ^l a 300 \i\ de, reactive 1 (del equipo Nefa) 
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4. Incubacidn durante 10 min. a 37'C 

5. Adtcion de 600 ^1 de. reactivo 2 (del equipo Nefa) 

6. Incubaci6n durante 10 min. a 37*C 

7. Medici6n de la absorci6n del producto de reaccidn final a 560 nm, segQn las 
5 instrucciones del equipo Nefa: 

La actividad enzimatica necesaria para producir 1 ^mol de ^cidagraso por minuto 
de la reacci6n enzlmdtica fiie definida como 1 unidad. 

Clonacion por expresion en levadura 
10 La clonacidn por expresion en levadura se real^z6 como est^ descrito 

exhaustivamente por H. Dalboege et aL (H. Dalboege et al Mol. Gen. Genet (1994) 
243:253-260.; WO 93/11249; WO 94/14953), los cuales se incorporan en la presente por 
referenda. 

Se realizaron todos los pasos individuals de extraccion de ARN total, sintesis de 
15 ADNCi tratamiento de nucleasa de la judfa mung, extremo romo con polimerasa T4 de 
ADN y construccion de bibliotecas segun las referendas anteriormente mencionadas. 

Procedimiento de fermentacion de Fusarium oxysporum DSM No. 2672 para el 
aislamiento de ARNm: 

20 El Fusarium oxysporum DSM No. 2672 fue cultivado en el medio YPD durante 4 

dfas a 30X. Se evaluaron 10 de sobrenadante para la actividad fosfolipasa en el 
ensayo de placa descrito abajo: 

El ARNm fue aislado del micelio de este cultivo como se describe en H. Dalboege 
et al MoL Gen. Genet (1994) 243:253-260.; WO 93/11249; y WO 94/14953. 

25 

Identificacion de clones positives de levadura (ensayo de placa): 

Se realizd la identificacion de clones positives de levadura (es decir clones que 
comprenden una codificad6n del gen para una actividad fosfolipasa) como se describe a 
continuacion. 

30 Los transformantes de levadura se recubren de 6gar SO con 2% de glucosa y se 

incuban durante 3 dias a 30*C. Se coloca un filtro de acetate de ce|ulosa (OE67, 
Schleicher & Schuell) encima de las c^lulas y posteriormente se transfiere a las placas 
que contienen ^gar SC y 2% de galactosa con las celulas encima del filtro. Despu6s de 3 
dias de incubaci6n a 30*'C, se transfiere el filtro con celulas a las placas del sustrato. Los 

35 clones positives se identifican como colonies que producen una zona azul-verde en la 
placa del sustrato bajo la colonia. 
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Las placas de sustrato se realizan de la manera siguiente: se anadien 2.5 g de 
agar (BA-30 INA agar®, Funakoshi Co. Ltd.) a 137,5 ml de H2O, se calientan hasta hervir 
en un homo microondas. Despu6s del enfriamiento a aproxtmadamente 60'C, se anade 
30 ml de la mezcia siguiente: 62.5 ml 0,4 M de tamp6n Tris-HCI (pH 7,5) y 50 ml 3% 
5 Lipoid E80 (Lipoid GmbH, D-67065 Ludwigshafen, Alemania) disuelto en 2% de Trit6n X- 
100 (vA/) y 0.5 ml 2% de solucion verde brillante en H2O. La concentracibn del sustrato es 
importante. Si la concentraci6n es demasiado alta puede causar una actividad de base de 
las celulas de levadura y/o de lipasas fungicas filamentosas con actividad fosfolipasa 
lateral. 

10 

Aislamiento de un gen de ADNc por expresion en Aspergillus: 

Una colonia de levadura que produce fosfolipasia es inoculada en 20 ml de caldo 
de YPD en un tubo de ensayo de cristal de 50 ml. El tubo es agitado durante 2 dfas a 
30'C. Las celulas son recogidas por centrifugado durante 10 min. a 3000 rpm. 
15 El ADN es aislado segun WO 94/14953 y disuelto en 50 ml de agua: El ADN es 

transformado en E. coli mediante procedimientos est^ndar. El ADN del pidsmido es 
aislado de E. coli usando procedimientos estandar y analizado mediante un andlisis de la 
enzima de restricdon. El inserto de ADNc es cortado usando unas enzimas de restricci6n 
apropiadas y ligado a un vector de expresion Aspergillus. 

20 

Transformacion de Aspergillus oryzae o Aspergillus Niger 

Los protoplastos pueden prepararse como se describe en WO 95/02043. p. 16, 
Iinea 21 - p^gina 17. Hnea 12. que se incorpora en la presente por referenda. 

Se mezclan 100 pi de suspension de protoplasto con 5-25 pg de ADN apropiado 

25 en 10 pi de STC (1.2 M sorbitol. 10 mM Tris-HCI, pH = 7.5, 10 mM CaCh). Los 
protoplastos son mezclados con p3SR2 (un gen A. nidulans amdS que lleva pl^smido). 
La mezcia se deja a temperatura ambiente durante 25 minutos. Se anade 0.2 ml de 60% 
PEG 4000 (BDH 29576). 10 mM CaClj y 10 mM Tris-HCI. pH 7.5 y se mezcia 
cuidadosamente (dos veces) y finalmente se anade 0.85 ml de la misma solucidn y se 

30 mezda cuidadosamente. La mezda se deja a temperatura ambiente durante 25 minutos, 
se centrifuga a 2500 g durante 15 minutos y el granulado se resuspende en 2 ml de 1 ,2 M 
sorbitol. Despu6s de una sedimentacion m^s. los protoplastos se extienden en placas 
minlmas (Cove. Biochem. Biophys. Ada 113 (1966) 51-56) con 1.0 M de sucrosa. pH 7,0, 
10 mM de acetamida como fuente de nitrogeno y 20 mM de CsCI para inhibir el 

35 crecimiento residual. Tras la incubacidn durante 4-7 dias a 37*C. las esporas son 
recogidas y extendidas para colonias unicas. Se repite este procedimiento y se 
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almacenan las esporas de una colonia unica despu6s del segundo reaislamiento como 
transformantes definidos. 

Prueba de transformantes A. oryzae o Aspergillus Niger 

Cada uno de los transfonnantes A. oryzae son inoculados en 10 ml de YPM (cf. 
abajo) y propagados. Tras 2-5 dias de incubaci6n a 30-C. se elimina el sobrenadante. Se 
agregan 20 mI de sobrenadante en agujeros troquelados en una place de sustrato (v6ase 
arriba). Tras 1-24 horas, la actividad fosfolipasa aparece como una zona azul-verde 
alrededor del agujero. 

Fermentacion alimentada 

La fermentacidn alimentada se realize en un medio que incluye maltodextrina 
como fuente de carbono. Orea como fuente de nitrdgeno y extracto de levadura. La 
fennentacidn alimentada se realizd mediante la inoculaci6n de un cultivo en frasco de 
agitacidn de las c6lulas hu6sped de A. oryzae en cuestidn en un medio que incluye el 
3,5% de la fuente de carbono y el 0,5% de la fuente de nitrdgeno. Tras 24 horas de 
cultivo a pH 7.0 y 34°C. se inici6 el suministro continue de fuentes de nitrdgeno y 
carbono. Se mantuvo la fuente de carbono como factor de limitacidn y se asegur6 que el 
oxigeno estuviera presente en cantidades excesiva^. El cultivo de alimentacidn fue 
continuado durante 4 dias. 

Aislamiento de la secuencia de ADN mostrada en la secuencia ID No. 1 

La parte que codifica fosfolipasa de la secuencia de ADN mostrada en la 
codificaci6n de la secuencia ID No. 1 para la fosfolipasa de la invencibn puede obtenerse 
del organismo depositado Escherichia coli DSM 11299 mediante extraccidn del ADN del 
plasmido por mStodos conocidos en la tecnica (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: 
A laboratory manual. Cold Spring Harbor lab.. Cold Spring Harbor, NY). 

Medios 

YPD: adicidn de 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptone, HjO a 900 ml. 
Esterilizado en autoclave. 100 ml 20% de glucosa (filtrada esterilmente). 

YPM: adicion de 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona. H2O a 900 ml. 
Esterilizado en autoclave. 100 ml 20% de maltodextrina (filtrada estdrilmente). 

10 X sal basal: 75 g de base nitrogenada de levadura. 1 13 g de icido sudnico. 68 
g de NaOH. H20 ad 1000 ml, filtrado estdrilmente. 
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SC-URA; adicion de 100 mr 10 x sal basal. 28 ml 20% de ^cidos casammos sin 
vitaminas, 10 ml 1% triptofano. H2O ad 900 ml. esterilizado en autoclave, 3,a ml 5% 
treonina y 100. ml 20% de glucosa o 20% de galactosa. 

SC-agar adicidn de SG-URA. 20 g/l ^gar. 
5 Agar variante SC: 20 g de ^gar, 20 ml tO x sal basal, H2O ad 900 ml. estenlizado 

en autoclave 

PEG 4000 (polietilenoglicol, peso molecular = 4.000) (BDH, England) 

EJEMPLOS 
10 Ejempio 1 

Fermentacion de la fosfollpasa Fusarium oxysporum 

Un cultivo de Fusarium oxysporum. DSM 2672. en una inclinaci6n de agra, fue 

transferido a cinco frascos de agitacion de 500 ml. cada uno con 100 ml del medio 

Bouillon-3 y agitado a 30°C durante 1 dia (200 rpm, amplitud 2,5 cm). 
15 La composicion del medio BouilIon-3 es la sigulente: 


Peptona 6 g/l 

Casema tripsina digerida 4 g/l 

Extracto de levadura 3 g/l 

Extracto de came 1 ,5 g/l 

20 Glucosa 1 g/| 


El medio fue esterilizado en autoclave a 12rc durante 40 minutos. 

El caldo de cultivo de estos frascos de agitaci6n de Bullion-3 fue usado como un 
cultivo de semilla para inocular veinte frascos de agitaci6n de 500 ml. cada uno con 200 
ml de medio PL-1. 

La composicion del medio PL-1 es la siguiente: 


Peptona I0g/I 

Tween<g^80 12 g/l 

MgS04;7H20 2 g/l 

CaCl2;2H20 o,1 g/l 

30 pH antes del autoclave 6.0 


Ef medio fue esterilizado en autoclave a 12rC durante 40 minutos. 

Cada frasco de agitacidn de PL-1 fue inoculado con 0.5-2 ml de caldo del cultivo 
Boullion-3 y agitado a 200 rpm (amplitud 2.5 cm) a 30X durante 5 dias. El cafdo de 
cultivo de los frascos de agitacion fue agrupado en cosecha. sumando 3.9 I con un 
35 rendimiento enzimatico de 53 LU/ml. 
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Ejempio 2 

Purificaci6n de \a fosfolipasa 

Fase 1) un litro de sobrenadante de fermentaci6n fue centiifugado y e! predpitado 
resultante descartado. El sobrenadante fue posteriormente ajustado a 0.8 M de acetato 
S de amonio af^diendo acetato de amonio solido. 

Fase 2) - Cromatografia hidrofobica - butilo Toyopearl matriz de 650 C fue 
comprada de Toso Hass (Rdhm y Haas company. Germany). Una columna de cinquenta 
ml fue embalada con la matriz. La columna fue lavada con 50 % de etanol y 
posteriormente con agua. La columna fue luego equilibrada con 0.8 M de acetato de 
10 amonio. El sobrenadante de la fermentaci6n ajustado con 0,8 M de acetato de amonio fue 
posteriormente aplicado en la columna. Et material desenlazado fue luego lavado con 0.8 
M de acetato de amonio hasta que se elimind todo el materia! absortjente UV (280 nm). 

La columna fue entonces elulda con agua y posterionmente con 50% de etanoL 

La actividad fosfolipasa fue detemiinada a pH 4.5 y 40**C usando un equipo NEFA 
15 como se ha descrito anteriormente. Se agruparon as fracciones que contienen una 
actividad en agua y eluato de alcohol. Se evalud la actividad a pH 4.5 usando un ensayo 
del equipo NEFA. 

Las fracciones que contienen una actividad fosfolipasa fueron posterionmente 
agrupadas y dializadas y concentradas usando una membrana de ultrafiltracidn Amicon 
20 con un corte de 10 kDa. 

Fase 3 ) Absorci6n negativa en cromatografia DEAE de flujo rdpido. 

DEAE FF se compr6 de Pharmacia y una columna de 50 ml fue embalada con la 

matriz. 

La columna fue posteriormente lavada como se ha descrito por el fabricante y 
25 equilibrada con 25 mM tampdn acetato Tris pH 7. 

La muestra dializada y concehtrada fue entonces ajustada a pH 7 y la 
conductancia a 2 mSi y aplicada en una columna de intercambiador anidnico DEAE FF. 

La actividad fue recogida como efluente. La actividad no enlaza con el 
intercambiador anibnico a pH 7. 
30 El efluente de DEAE FF con actividad fue concentrado y dializado usando una 

membrana Amicon con un corte de 10 kDa. y tamp6n 25 mM tamp6n de acetato sodico 
pH6. 

Gelfiltraci6n en Superdex 75. 

Una columna preempaquetada Superdex 75 Hiload Tm 16/60 de Pharmacia fue 
35 lavada y equilibrada con 25 mM de acetato s6dico pH 6 con 150 mM NaCI. 

Dos ml del efluente concentrado de intercambiador anidnico que presenta 
actividad fosfolipasa a pH 4,5 y 40 grades fueron aplicados en la columna superdex. 
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La actividad fue separada por fritracidn en gel con una velocidad de flujo de 1 ml 
/minuto. 

Ejempto 3 

5 Caracterizacion la fosfolipasa purificada obtenida de Fusanum oxysporum 

Una caracterizacidn, como se describe, abajo, fue realizada en una fosfolipasa 
Fusarium oxysporum ferrnentada como se describe en el ejempio 1 y purificada como se 
describe en el ejempio 2. 

El peso molecular de la enzima de la fosfolipasa fue detemninada usando de 4 a 
10 20 % de placas prefundidas del sistema de diluci6n simple por electroforesis en gel de 
poliacrimida de Novex Tm. 

El peso molecular de la protelna fue determinado bajo condiciones de reducci6n 
que se ban descrito anteriormente. 

Para la fosfolipasa F. oxysporum el peso molecular resultd ser de 29-30 kDa bajo 
15 condiciones de reducci6n. 

El punto isoel^ctrico fue detemninado mediante el uso de placas Ampholine PAGE 
de Pharmacia. 

Para el F. oxysporum pi de la proteina result© ser alrededor de pH neutral, 
preferiblemente en el margen 5,8 a 6.8. 

20 

Termostabilidad de la fosfolipasa 

La termostabilidad de la fosfolipasa de Fusarium oxysporum fue evaluada 
mediante calorimetria por DSC (Calorimetria diferencial por barrido). La temperature de 
desnaturalizacion termica, Td, fue tomada como tope del valor maximo de la 
25 desnaturalizacibn en temnogramos (Cp vs. T) obtenida despues del calentamiento de las 
soluciones enzim^ticas a un nivel de calentamiento programado y costante. 

Experimentos : 

Para los experimentos se utiliz6 una DSC II de Hart Scientific (Utah. US. 1 993). 
30 Se usaron soluciones tamponades de 50 mM como solvente para la enzima 

(aproximadamenle 2 mg/ml) a pH 10 (50 mM de tampdn de glicina), pH 7 (50 mM tamp6n 
HEPES +10 mM EDTA) o pH 4 (50 mM fr tampdn de citrato). La enzima fue purificada 
segun el ejempio 2 anterior. 

Se transfirieron 750 pi de soluci6n enzim^tica en unas ampollas hastelloy selladas 
35 est^ndar de 1 ml de Hart Scientific. 

Las ampollas fueron cargadas en el calorimetro y enfriadas a 5'C durante 15 min. 
El equilibrio t6rmico se efectud antes de! barrido de DSC. El barrido de DSC fue realizado 
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de 5'C a 95"C a una frecuencia de barrido de aproximadamente 90 K/hr. Las 
temperaturas de desnaturalizacion fueron determinadas a una exactitud de 
aproximadamente +/- 2*C. 

ResuKados: 

Tabia No 1: Tope hasta el valor m^xim o de desnaturalizaci6n comg funci6n de dH 
pH TdrO 


4 57X 

10 7 ez'c 

10 SS'C 


Deberia observarse que estos experimentos fueron realizados en ausencia de una 
matriz de aceite que puede influir significativamente en la estabilidad enzimatica. Los 
15 resultados de la DSC indican una estabilidad maxima cerca del pH neutral. 

Asumiendo la desnaturalizacion tennica irreversible, una temperatura relevante 
del rendimiento en una aplicacidn industrial como el desgomado de aceites (US 
5.264.367) es al menos aproximadamente 10 grados inferior a las temperaturas Td 
incluidas en la tabIa No 1 anterior. 

20 

Secuencia aminoterminal 

Un analisis aminotenminal fue detemninada usando la degradacidn Edman con el 
equipo Applied Biosystem (secuenciador de proteinas ABI 473A, Applied Biosystem. 
USA) reaiizado como el fabricante describe. 
25 Secuencia(s) N-terminal: 

Para ia fosfolipasa F. Oxyspomm, la secuencia N-termlnal es: 

N-terminal A-V-G-V-T-T-T-D-F-S-N-F-K-F-Y-i 
El amino^cido N-terminal "A" (Ala) se encuentra en la posicidn 31 de la secuencia 
ID No. 2. Esto indica que la enzima fosfolipasa madura de la invencidn comienza en la 
30 posicion 31 de la secuenda ID No 2. 

Consecuentemente. la secuencia madura se encuentra en 31-346 de la secuencia 
ID No 2. 

Ejempto4 
35 Actividad fosfolipasa A 

La actividad fosfolipasa A fue detemninada con Lecitina de soja como sustrato en 
el modo descrito anteriormente (ensayo con bases de prueba NEFA) a pH 4»5 a 40'C. 

La fosfolipasa F, oxyspomm mostr6 una actividad fosfolipasa A significante en las 
condiciones anteriomiente descritas. 
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Ejempio 5 

Actividad hacia L-a-Hsofosfatidilcolina 

La actividad fosfolipasa fue determinada con L-a-lisofosfatidilcolina como sustrato 
5 en el modo descrito anteriormente (ensayo con bases de pmeba NEFA) a pH 4.5 a 40°C. 

La fosfolipasa de F, oxysporum muestra una actividad significante contra L-a- 
lisofosfatidilcolina en las condiciones anteriomnente descritas. 

Ejenrtplo 6 

10 Actividad fosfolipasa en dispostci6n monomolecular 

Se ha usado un equipo monomolecular (cuba de orden cero, KSV5000, 
instrumentos KSV. Finlandia) para valorar la actividad de varias enzimas hacia el 
fosfolipldo DDPC (Di Dicanoil (C10) Fosfatidil Colina). 

15 Experimentos 

En una superficie Integramente purificada de una soluci6n tamp6n (10 mM TRIS, 
pH 8.0. 25X). se extendi6 una capa monomolecular de DDPC de una soluct6n de 
cloroformo. Despu6s de la relajacion de la capa monomolecular (evaporacidn del 
doroformo), la presion de la superficie se ajusta a 15 mN/m. correspondiente a una drea 

20 media molecular de DDPC de aproximadamente 63 A2/molec. Una solucidn tampon 
(v§ase anriba) con aproximadamente 60 pg (micro gramo) de enzimas se inyecta a traves 
de la capa monomolecular en la subfase del compartimiento de la reaccion (cilindro con 
^rea 1520 mm^ y volumen 30400 mm^) en el "cuba de orden cero". la actividad 
enzimatica se manifiesta a traves de la velocidad de una barrera movil que comprime la 

25 capa monomolecular con el objetivo de mantener la presi6n constante de la superficie. 
mientras las moleculas del sustrato insolubles son hldrolizadas en unos productos 
reactivos m^s hidrosoluble. Despu6s de haber verificado que la solubilidad acuosa de los 
productos reactivos {^icido cSprico y DDPC) es considerablemente superior que para 
DDPC. se estima el numero de moleculas DDPC hldrolizadas por minuto por la enzima 

30 de la ^rea media molecular (MMA) de DDPC. 


Resultados 

Tabia 2. Actividad de enzimas hacia DDPC en una disposicion de la capa 
monomolecular. 

^"^'"^a ■ Actividad (nmol/min) *) 

Sigma P9279 (PLA2 de veneno de abeja. 850 U/mg) 1 ,9 

Enzima de Fusarium oxysporum 2 7 

Lipasa de componente Candida antarctica B o 
Lipasa de componente Candida antarctica A 0 
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Lipasa pancreatica recombinante del conejillo de indias o 2 

(rGPL) <o;i 

Lipolase®(Novo Nordisk A/S) * 

*) Calculado de la reducci6n en la 5rea de la capa monomolecular por unidad de tiempo 
inducida por la presencia de la enzima. 

"Enzima de F. Oxysporunf en la tabia 2 es una fosfolipasa de la invencidn, 
purificada como se describe en el ejempio 2. 

Conclusi6n 

Ninguna actividad fosfolipasa fue detectada para la mayor parte de las enzimas 
excepto para las lipasas obtenidas de la lipasa del conejillo de indias, la cual mostrd una 
actividad fosfolipasa minima. 

Fosfolipasa de la invenci6n obtenida de Fusarium oxysporum mostr6 
sorprendentemente una actividad fosfolipasa menor. 

Consecuentemente. en la presente invenci6n el t6rmino **actividad fosfofipasa". 
usado aqui en conexion con una fosfolipasa de la invenci6n, se define como una 
actividad que. en el "ensayo monomolecular fosfolip^sico** mostrado anteriormente. es al 
menos 0.25 nmol/min, dosis enzim^tica: 60 [xg; m^s preferiblemente al menos 0.40 
nmol/min, dosis enzimatica: 60 ^g; m^s preferiblemente al menos 0.75 nmol/min. dosis 
enzim^tica: 60 jig; m^s preferiblemente al menos 1,0 nmol/min. dosis enzimatica: 60 ^ig; 
m^s preferiblemente al menos 1.25 nmol/min. dosis enzimatica: 60 ^g; e inciuso m^s 
preferiblemente al menos 1 .5 nmol/min. dosis enzimiitica: 60 ng. 

En consecuencia. el termino "lipasa con actividad fosfolipasa lateral" se define 
como una lipasa con una actividad fosfolipasa lateral, donde la actividad fosfolipasa 
lateral, en el "ensayo monomolecular fosfolipdsico" mostrado en el ejempio 6, es inferior a 
las figures mencionadas anteriormente que especifican 
actividad fosfolipasa. 

Un ejempio de una lipasa con actividad fosfolipasa lateral segun estas 
definiciones es la lipasa del conejillo de indias mostrada en la tabIa 2 anterior. 

Dicha lipasa del conejillo de indias tiene una actividad fosfolipasa lateral en el 
"ensayo monomolecular fosfolip^sico" que es inferior a 0,25 nmol/min. dosis enzim^ica: 
60 Jig. 

Ejempio 7 

Clonacion y expresion de una fosfolipasa de Fusarium oxysporum DSM No. 2672 

Se realize una clonacidn y expresi6n usando la clonaci6n por expresidn en la 
t6cnica de levadura en el modo descrito anteriomnente. 
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El ARNm fue aislado de Fusarium oxysporum, DSM No. 2672, cultivadb en el 
modo descrito anteriormente que inciuye agitaci6n para asegurar una aireacidn suficiente. 
Los micelios fueron recogidos despu6s de 3-5 dias de crecimiento. inmediatamente 
congelados en nitrdgeno liquldo y almacenados a -80'C. Una biblioteca de Fusarium 
5 oxysporum, DSM No. 2672. consistente en aproximadamente 9x10* clones indivKluales. 
fue construida en E. coti como se describe con una base del vector de 1%. El ADN del 
pl^smido de algunos depdsitos fue transformado en levadura y se obtuvieror> 50-100 
placas que contienen 250-400 colonias de levadura de cada agrupacion. 

Colonias de la fosfolipasa positiva fueron identificadas y aisladas en pfacas de 
10 sustrato (v6ase arriba). Insertos de ADNc fueron amplificados directamente de las 
colonias de levadura y caracterizadas conno se describe en la secci6n Materiales y 
M^todos anterior. La secuenda de ADN del ADNc que codifica fosfolipasa se muestra en 
la secuencia ID No. 1 y la secuencia de amino^icidos correspondiente se muestra en la 
secuencia ID No. 2. En la secuencia ID No. 1. los nucleotides de ADN del No 23 al No. 
15 1060 define la region que codifica fosfolipasa. La parte de la secuencia de ADN en la 
secuencia ID no 1. que codifica la parte madura de la fosfolipasa. consta de las 
posiciones 113 a 1060. las cuales corresponden a las posiciones de aminoacidos 31-346 
en la secuencia ID no 2. 

El ADNc puede obtenerse del pidsmido en DSM 11299. 
20 El ADN total fue aislado de una colonia de levadura y el ADN del pISsmido 

salvado mediante transformacion del E. colt en el modo descrito anteriormente. 

Con el objetivo de expresar fosfolipasa en Aspergillus, el ADN fue digeridoxon 
enzimas de restricci6n apropiadas. su tamafio fraccionado en gel. y un fragmento 
correspondiente a los genes de la fosfolipasa purificados. El gen fue posteriormente 
25 ligado a pHD414. digeridd con enzimas de restricci6n apropiadas. dando como resultado 
el pl^smido pA2PH10. 

Despu6s de la amplificacion del ADN en E. Co//, el plasmido fue transformado en 
Aspergillus oryzae en el modo descrito anteriormente. 

30 Prueba de transformantes A. onntae 

Cada uno de los transfomnantes fueron evaluados para una actividad enzimditica 
en el modo descrito anteriormente. Algunos transformantes tenlan una actividad 
fosfolipasa que era significativamente m^s alta que la base de Aspergillus oryzae, Esto 
demuestra una expresion eficaz de la fosfolipasa en Aspergillus oryzae. 

35 Ejempio 8 

Expresion recombinante de una fosfolipasa F. oxisporum 
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Un transformante A. orizae que incluye e! vector de expresi6n iAsperg/7/os 
PA2PH10 (v6ase ejempio 7) fue fermentado en discontinuo como se ha descrito 
anteriormente. La purificaci6n de la fosfolipasa F. oxysporum producida 
recombinantemente fue realizada como se describe en el ejempIo 2. 

Ejempio 9 

Caracterfzacion de una fosfolipasa expresada recombinantemente y purificada 
obtenlda de Fusanu/n oxyspon/zn 

La caracterizacion fue reallzada en una fosfolipasa Fusarium oxysporum 
expresada recombinantemente y purificada posteriormente (v6ase ejempio 8). 

Estos resultados de caracterizacidn respeclo a la fosfolipasa de F. oxysporum 
recombinante de la invencidn correlacionaba perfectamente con los resultados de la 
caracterizacion mostrados en el ejempio 3, donde se demostro que la enzima expresada 
recombinantemente y purificada fue la misma que la fosfolipasa no expresada 
recombinantemente y purificada caracterizada en el ejempio 3.. 

Ensayos qenerales usados o ara caracterizar una fosfolipasa producida 
recombinantemente obtenida de F. oxvsporum 
Ensavos de la fosfolipasa : 

La actividad fosfolipasa (PHLU) fue medida como la Iiberaci6n de ^cidos grasos 
libres de lecitina. Se anadi6 50 pi 4% L-alfa-fosfatidilcolina (lecitina de planta de Avanti, 
USA), 4% Tritdn X-1G0. 5 mM GaClj en 50 mM HEPES. pH 7 y se diluyd 50 pi de 
solucidn enzimatica en una concentracidn apropiada en 50 mM HEPES. pH 7. Las 
muestras fueron incubadas durante 10 minutes a 30"C y la reaccidn terminada a 95'C 
durante 5 minutos antes del centrifugado (5 minutos a 7000 rpm). Los ^cldos grasos 
libres fueron detemiinados usando el equipo NEFA C de Wako Chemicals GmbH; 25 pi 
de mezcia reactiva a 250 pi de reactive A fueron afiadidos e incubados durante 10 
minutos a 37X. Posteriomnente se anadi6 500 pi de reactive B y la muestra fue incubada 
nuevamente. 10 minutos a 37X. La absorcibn fue medida a 550 nm usando un 
espectrofotometro de la ordenaci6n de diodos HP 8452A. Las muestras fueron realizadas 
al menos en duplicados. Se incluyeron el sustrato y las capas enzim^ticas (muestras de 
enzimas precalentadas (10 minutos a 95*C) + sustrato). El dcido oleico fue usado como 
un est^ndar del ^cido graso. 1 PHLU equivale a la cantidad de enzima capaz de liberar 1 
pmol de ^cido graso libre/min bajo estas condiciones. 

De fomia altemativa, se realiz6 el ensayo a 37°C en 20 mM tamp6n de citrate, pH 
5 (Ca^''-dependencia) o 20 mM de tampon Britton-Robinson (pH-perfil/temperatura- 
perfil/estabilidad). 
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La actividad fosfolipasa A1 (PLA1) fue medida usando 1-(S-decanoil)-2-decanoil- 
1-tio-sn-glicero-3-fosfoeolina (sondas moleculares D3761) como sustrato. Se aftadid 190 
Ml de sustrato (100 pi D3761 (2 mg/ml en etanoQ + 50 mI 1 % Triton X-100 + 1.85 ml 50 
mM HEPES. 0,3 mM DTNB, 2 mM CaClj. pH 7) en una cubeta de 200 pl a 10 pi de 
enzima, y la absorcion a 410 nm fue medida como funcion de tiempo en el 
espectrofotdmetro de ordenacidn de diodos HP 8452A a temperatura ambiente. La 
actividad fue calculada como la inclinacidn de la curva en el margen lineal. PLA1 equivale 
a la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de dcido graso libre (tiol)/min bajo estas 
condiciones. 

La actividad fosfolipasa A2 (PLA2) fue medida a 40'C usando 1-hexadecanoil-2- 
(1-pirenodecanoil)-sn-glicero-3-fosfocoHna (sondas moleculares H361). Se aftadid 2 ml de 
sustrato (50 pi 1% Trit6n X-100 + 25 pi 0.1% H361 en metanol + 10 ml 50mM HEPES. 
pH 7) en una cubeta de 2 ml con agitaci6n a 10 pi de enzima. y se midio la emisidn de la 
fluorescencia del pireno a 376 nm (excitacidn a 340 nm) como funcidn de tiempo 
15 (intervales de 1 seg.) usando el aparato Perkin Elmer LS50. En el Trit6n X-100/micelas 
fosfolipidas. la concentracidn de fosfoKpido fue ajustada para tener una formacion 
excinrrera (emite a 480 nm). Despues de la disodacidn, el acido graso en la posicidn 2, el 
cual contiene el grupo pireno, es iiberado en la fase acuosa dando como resultado un 
aumento de la emision del mondmero. PLA2 fue tornado como la inclinacion de la curva 
20 en el margen lineal en condiciones iguales. 

Ensavos de lipasa : 

La actividad lipasa (LU) fue medida segiin la publicacidn de Novo Nordisk AF 95. 

La hidrdlisis de tributirino a 30'G a pH 7 fue seguido por un experimento de valoracidn de 
25 pH-stat. 1 LU equivale a la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de ^cido 

butlrico/min bajo condiciones estandar. 

La actividad en aceite de oliva (SLU) fue medida de la manera siguiente: se 

aftadieron 12 ml 5 mM Tris-HCI. 40 mM NaCI. 5 mM CaCb. pH 9 a 2.5 ml de sustrato de 

la lipasa sigma. El pH fue ajustado a pH 9 antes de afiadir 0,5 ml de solucidn de lipasa 
30 (diluida en tamp6n) y llevar a cabo un ensayo de valoracidn de pH-stat a 30'C usando el 

Titralab disponible comercialmente de Radiometer A/S. Copenhague. Dinamarca. 1 SLU 

equivale a la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de dcido graso libre/min a pH 9. 

30 'C. 

Caracterizaci6n de una fo sfolipa sa F. ox v s oorum orodiicida recombinantemente la 
invenci6n 
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Los ensayos usiados para caracterizar las enzirhas que se mencionan a 
continuacion fueron los ensayos descritos anteriormente. 
Enzimas : 

PL de Fusarium oxysporum que tiene la secuenda de aminoaddos mostrada en la 
secuenda no 2. 

Lote F.9700989, ODjao 0.83 (0.69 mg/ml). pureza > 95 % (sistema de dirud6n 
simple por electroforesis en gel de poliacrimida). 

La enzima fue expresada recombinantemente y purificada en el modo descrito 
anteriormente. 

Ledtase"™ Lote L546-F06 (10368 lU/ml. aproximadamente 20 mg/ml) 
Lipolase® (Novo Nordisk A/S) 

Se investigo la influenda de Ca^* en la actividad fosfolipasa de la 
lipasa/fosfolipasa F. Oxysporum. No se observe ninguna diferenda significante tanto si 
EDTA o Ca^* estaba induido en el ensayo o no (v6ase tabia 3 a continuad6n), y as! la 
enzima parece ser relativamente independiente de Ca^*. 


20 


TabIa 3 

La dependencia de la actividad fosfolipasa F. oxysporum (PHLU) sobre EDTA y CaCb - 
2% Ledtina. 2% Trit6n X-100. 20 mM dtrato. pH 5 a 37'C. 



5 mM 

1 mM 

1 mM 

2mM 

5mM 

10 mM 


EDTA 

EDTA 

CaCIs 

CaCb 

CaCl2 

CaCb 

Actividad 







relativa^ 

1.05 

1,10 

1 

0.90 

0.90 

0.89 


25 


Se estudi6 el perfil de pH en el tamp6n Britton-Robinson usando la lecitina de 
planta como sustrato (tabIa 4). Aunque ta enzima muestra un perfil de pH alcalino sobre 
fosfolfpido con un optimo a pH 9 o m^s alto, la actividad es aun suficientemente alta para 
proporcionar el desgomado de aceites a un rendimiento y pH bajo en la cocci6n (v6ase a 
continuaci6n para una comparaci6n de adividades especfficas). 


30 


TabIa 4 

El perfil de pH de la fosfolipasa fusarium oxysporum 2% Lecitina. 2% Triton X-100. 20 mM 
BR. 37X. 



pH3 

pH4 

pH5 

pH6 

pH7 

pH8 

pH9 

Actividad 

relativa^ 

i. ■- : — ' 

0.08 

0.12 

0,16 

0.28 

0.52 

0.76 

1.00 


La actividad relativa es relativa a la actividad a pH 9. la cual esti normalizada a 1 
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Se obtuvieron los perfiles de temperatura para la fosfolipasa a pH 5;; la actividad 
comienza a declinar a temperaturas superiores a 40'*C (tabia 5). Esto concuerda 
razonablemente con la estabilidad de la temperatura medida mediante la preincubacidn 
de la enzima y medici6n posterior de la actividad residual (tabIa 6), donde la enzima es 
estable a temperaturas de hasta 45^*0 a pH 5. 


TabIa 5 

Perfil de temperatura de la fosfolipasa F. oxysporum 2% Lecitina, 2% Triton X-100. 20 
mM BR. 



30 X 

40 °C 

45 X 

50 X 

55 X 

pH5 

0,85 

1,00 

0,67 

0.38 

0,13 


Todos los datos se muestran como datos de la actividad relativa. relatives a la actividad a 
pH 5, 40 X, la cual esta nomnalizada a 1. 


TabIa 6 

Estabilidad de temperatura de la fosfolipasa F. oxysporum: preincubacion 30 minutos en 
20mMBR 



5X 

30 'C 

40 'C 

45 "C 

50 'C 

55 'C 

pH5 

1.00 

0.91 

1,03 

1.07 

0.65 

0.00 


Todos los datos se muestran como datos residuales de la actividad. donde la actividad 
despu^s de la preincubacion a 5X esta nomnalizada a 1. 

La estabilidad baja de la enzima puede ser ventajosa para registrar un producto 
eventual como un proceso auxiliar, ya que la enzima activa no deberfa estar presente en 
el producto final en el desgomado de aceites comestibles o productos homeados. 

La fosfolipasa obtenida de Fusarium oxysporum de la invencion tiene tanto 
actividad fosfolipasa como lipasa. 

En consecuencia, se investigd la actividad de la enzima en varios substrates de 
lipasa y de la fosfolipasa y se compar6 con la actividad de la fosfolipasa Lecitase™ 
disponible comercialmente y de la lipasa Lipolase® disponible comercialmente (Novo 
NordiskA/S). 

La lipasa/fosfolipasa de F. oxysporum tiene una alta actividad tanto en el aceite de 
tributirino como en el aceite de oliva a pH 7 y 9 (tabIa 7). Por razones comparativas la 
actividad especifica de Lipolase® es .alrededor de 5000 LU/mg. No obstante, 
contrariamente a Lipolase®. la lipasa de F. oxysporum presenta una especificidad mucho 
mas amplia con actividad fosfolipasa considerable y tambien actividad tioesterasa (vease 
el ejempio 6 de la capa monomolecular anterior, e! cual muestra que Lipolase® no tiene 
una actividad fosfolipasa que pueda medirse). 
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La fosfolipasa F. oxysporumiWpasa de la invenci6n tiene una actividad especifica 
en lecitina considerablemente superior a la de la fosfolipasa Lecitase^** (PLA2 
pancre^tica del cerdo) a pH 7 (tabia 7). 

Comparada con Lecitase™', la enzima F. oxysporum tiene una actividad de 100 
pliegues mas alta a pH 7. La proporcion fosfolipasa:lipasa para la enzima F. oxysporum 
es alrededor de 0,225 (1000 LU/mg / 225 PHLU/mg) bajo condiciones similares (pH 7 y 
30 X). 


Tabla7 

Actividad de lipasa F. oxyspon/m/fosfolipasa - comparad6n a Lecitase™. 


Enzima 

LU/mg 

PLUVmg 

1 PHLU/ma 

SLU/mg 

PU1/m 

F. oxysporvm 

1000 

73 

225 

3090 

. 2.04 

Lecitase 

<0.25 

2.5 

1 1.2-3.2 

0.6 

0 


FLU fue medido como PHLU pero en 20 mM de citrato. pH 5 y a 37X en lugar de SOmlVI 
HEPES. pH 7 a 30 X 


La especificidad de la lipasa F oxysporum/fosfolipasa fue investigada usando 
substrates especlficos para la fosfolipasa At; midiendo la disociacion del enlace tio-6ster 
en la posicibn 1 de 1-(S-decanoi!)-2-decanoiM-tio-sn-glicero-3-fosfocolina. 

La enzima hidroliza ciaramente la posicidn 1 en fosfollpido (tabia 7). mientras que 
Lecitase™ (PLA2 pancre^tica del cerdo) no mostr6 ninguna actividad en este sustrato tal 
como se esperaba. 

Secuencia de amino^cidos C-termin al de la fosfolipasa de Fusarium oxvsDorum de la 
invenci6n. 

La secuencia de amino^cidos N-tenninal de la proteina de la fosfolipasa madura 
expresada recombinantemente se determind como se describe en el ejempio 3. y se 
confirm6 que esta secuencia N-terminal era la misma que la que se determinb para la 
enzima purificada y producida de manera no recombinante (v§ase ejempio 3). 

La espectrometrfa de masas MALDI-TOF se efectub usando un espectr6metro de 
masa VG TofSpec (Micromass. Manchester. UK) como se describe en Christgau et al. 
Biochem. J. 319. 705-712. 1996. 

Antecedentes 

La secuencia de amino^cidos N-terminal de la fosfolipasa de Fusarium 
oxysporum, tal como se deduce de la secuencia de ADN. proporciona en combinaci6n 
con la secuencia de amino^cidos N-terminal conocida de la fosfolipasa madura. una 
proteina de 315 residues amino^cidos (Amino^cidos 31-346 en la secuencia ID no. 2). La 
masa tedrica de esta proteina pronosticada es de 33.256,8 Da. 
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Usando una espectrometria de masas MALDI-TOF hemos determinado 
previamente que la.masa de la fosfolipasaAipasa aut6ntica de F. oxyspomm es 28^2 kDa 
(datos no mostrados). y en el sistema de dilucion simple por electroforesis en gel de 
poliacrimida se mostrd que el peso molecular es de 29-30 kDa (v6ase aniba). 

Como las secuencias de aminoScidos N-terminal de las lipasas autenticas y 
recombinantes de F. oxysporum son id6nticas, es posible que la diferencia de fe masa 
obsen/ada entre la masa pronosticada y la masa experimental est6 provocada por el 
tratamiento de C-terminal. 

Para Investlgar este hecho. hemos aislado el p6ptido C-terminai de lipase 
recombinante de F. oxysporum expresado en A. oryzae y ordenado a trav6s de su C- 
tenminal. 

Estrategia 

La masa media de la fosfolipasa/lipasa autentica de F. oxysporum de 28.2 kDa 
puede utilizarse para pronosticar el residuo C-terminal mSs posible que viene a ser 
Ser303 (secuencia ID No 2). 

Esta deduccidn se basa en la suposicion de que la enzima no estd glucosifada. El 
Onico sitio N-glicosilaci6n potencial encontrado en la secuencia en Asn163 
probablemente no se utiliza. ya que se ha encontrado un Pro-residuo en ta posici6n 164. 
No se ha infomiado nunca sobre la presencia de un Pro-residuo como segundo residuo 
en la secuencia de consenso para N-glicosilad6n (Asn-Xaa-Ser^-r). AdemSs. la fomia del 
valor m^ximo en el espectro de la masa no indica glicosilacidn. No obstante, el valor 
mdximo es mis amplio que el normalmente encontrado para las protelnas homogeneas. 
lo que indica la posibilidad de una heterogeneidad del tamano. Como el N-termlnus de la 
enzima esti bien definido. la heterogeneidad del tamano tiene muy posiblemente su base 
en el tratamiento heterogeneo de C-terminal. 

La inspeccion de la secuencia ID no 2 (ver abajo) revela que el C-termlnus 
pronosticado esta localizado cerca del ultimo de los 8 residues de Cis en la secuencia. La 
introduccion de una marca radioactiva en los residues de Cis hace posible que los 
p6ptidos con residues de Cis sean ficilmente encontrados a trav6s de ta purificacion del 
p6ptido. La combinacion del marcaje radioactive con la degradacibn proteolltica. usando 
la proteasa Asp-N que se disasocia delante de los residues Asp. daria come resultado un 
Peptide marcado C-terminal. Ademas. tres peptides internes estarian marcados La 
secuenciaci6n de todos los peptides marcados deberfan revelar el C-terminus de la 
enzima. 
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u u u 

3i AVGVTTTOrS RFKFYIQRCA AAYCN3EAAA GSKXTCSHNG CPXVQGNGAT «0 
81 iVTSFVGSKT GIGGYVATDS AKKBXWSFR GSXKXIW7X/r WMPGQEDCS 130 

CO) ' • 

X3X X*VSGCGVBSG FQRAWNSXSS C2ATAAVASAR KAKPSFHVXS TGRSLGGAVA X80 


XSX VtJiAANZJlVG GTPVOIYTYG SPRVGHAQI^S AFVSNQAGGB YKVTTHADDPV MO 

231 PRLPP3LrPGY RKTTPEFWI^ GCGGOKVD^T XSDVKVCEGA AKLGCKGGTI^ 280 

U 

281 GLOXAAUXJCY FQATDACKAG GFSWXmYRSA ESVDKRATMT DA£I.£KXI^S 330 

t 

331 yv<JMOK£YVX NNQARS 346 


Secuencia ID no 2 : Secuencia pronosticada de arhinodicidos de fosfolipasa/lipasa de F. 
Oxysporum, 

5 La secuencia se deduce de la secuencia de ADN y comienza en el N-terminus 

determinado experimentalmente para tanto la enzima aut^ntica como la enzima 
recombinante. Los 8 residuos de Cis estdn indicados por 11 mientras el residuo Ser de C- 
temninal pronosticado de la espectrometrfa de masas MALDI-TOF de la enzima aut^ntica 
estd indicado por T. E! residuo Asn encontrado en la secuencia de consenso para N- 

10 glicosilaci6n (NXS/T) estd mostrado por (0) pero cuando no se utitiza con toda 
probabilidad mientras X es un Pro-residuo. 

Resultados experimentales 

La enzima era PL de Fusarium oxysporum que tiene la secuencia de aminocicidos 
15 mostrada en la secuencia no 2. 

Lote F-9700989. OD280 0,83 (0.69 mg/ml). pureza > 95 % (sistema de diluci6n 
simple por electroforesis en gel de poliacrimida). 

La enzima fue expresada recombinantemente y purificada en el modo descrito 
anteriormente. 

20 La enzima fue desnaluralizada y los enlaces disulfuro reducidos antes de que los 

grupos tiol reaccionaran con l[1-^^C]CH2CONH2. 

Siguiendo e! marcaje radioactivo de los residuos de Cis. la lipasa fue degradada 
usando la proteasa Asp-N. 


;7=lP=fWK^ — — 
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Los peptidos generados fueron fraccionados usando HPLC de fase inversa. Las 
fracciones recogidas fueron sujetas a espectrometria de masas MALDI-TOF y recuento 
de escintilaciones. Las fracciones con cantidades significantes de radioactividad fueron 
seleccionadas para la repurificacidn usando HPLC de fase inversa. 

Las fracciones repurificadas fueron sujetas a recuento de escintilaciones y las 
fracciones con radioactividad posteriomiente dasificadas. 

A continuacidn se presenta un resumen de los resultados. Este esquema puede 
parecer ca6tico debido a las muchas secuencias presentadas. No obstante, el esquema 
contiene todos los datos de secuencia obtenidos de las fracciones radioactivas y. asi. 
representa la base para la conclusidn. Debe observarse que todos los residues de Cis 
han sido recubiertos a trav6s de la secuenciacion; la mayor parte de estos m§s de una 
vez. Otra cuestidn a precisar son las divisiones aberrantes observadas. las cuales dan 
como resultado un gran numero de pequeftos p6ptidos marcados radioactivamente. 

U U u 

HG CPT 
MNG CPTVQ 
CSH 

CSNMG CP 
CSMKG CPTV 

CHSEAAA GSXX 

31 AVCVTTTDFS N^YXQHGA AAYCKSEAAA GSKirCSMNG CPTVQGKGAT 80 

U 
DCS 

8X ZVTSrVGSKT GIGGYVATDS ARKEZWSKR 


GSINIRinar.T NUJFGQEDCS 130 


u 

LVSCC 

r-VSCCCVHSC FQRAW 
13X I*VSCCGVHSG FQRAWNEXSS 


QATAAVASAR KAKPSFmrZS TGHSLGGAVA 


X80 


Iftl VXAAAHOIVG CTPVDIYTYG SFRVGHAQI^ ArVSKQACGE YRVTHAOOPV 230 

« u 

DVXVCBG 

DVKVCEGA ANIjGCNGGTX* 
«X PRI^PM^y HHTTPErwI^ GGGGOKVOyx ISOVXVCHGA AHTX^CGGTI. :.ao 

U 

DACNAG GFS 
TDACNAG GF 

281 GI^rAAHI^Y FQATDACNAG GFSWRRYRSA ESVDKRATMT DA^EKttHS 330 

t 

33 i YVQMDKEYVK NKQAKS 

346 
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Las secuencias de aminoactdos obtenidas mediante la secuenciacion de los 
peptides marcados radioactivamente se derivaron de la enzima F. oxysporum 
recombinante. Las secuencias est§n alineadas a la secuencia de aminodcidos 
pronosticada como se deduce de la secuencia de ADN. Los 8 residuos de Cis est^n 
5 indicados por U mientras que el residue Ser de C-terminal pronosticado a partir de la 
espectrometrla de masas MALDI-TOF de la enzima aut^ntica est^ indicado por T. 

Condustdn experinDental 

De la secuenciacidn de todos los peptides marcados radioactivamente estd claro 
10 que la parte C-terminal de la secuencia de amino^cidos codificada en el ADN es 
procesada durante la expresidn de la lipasa F. oxysporum. Las secuencias p6ptidicas 
apuntan a Ser303 como el residue C-terminal mSs probable en la enzima madura^ segun 
^1 resultado de la espectrometrla de masas MALDI-TOF. 

No obstante, basandose en los datos no puede descartarse que ocurra el 
15 tratamiento diferencial de C-terminal llevando a C-terminales heterog^neos; p. ej. un 
peptide indica que Fe272 podria tambi6n encontrarse como residue C-terminal. 

EjemplolO 

Descripcion general del ensayo para el desgomado enzimatico de aceite comestible 

20 Equipo para ralizar el desgomado enzimatico 

El equipo consiste en un 1 I de reactor de acero con chaqueta exterior ajustado 
con una tapa de acero, un propulsor (600 rpm). deflectores, un sensor de temperatura. un 
tubo de entrada en la parte superior, un refrigerante de reflujo (4**C) en la pare superior y 
un tubo de salida en la parte inferior La camisa exterior del reactor estci conectada a un 

25 bano de termostato. El tubo de satida estci conectado por medio de un tubo de silicona a 
la parte superior del mezclador en Imea Silversbn equipado con un "tamiz de alto 
cizatlarniento de agujeros cuadrados**, accionado por un mezclador de laboratorio de alto 
cizallamiento Silverson L4RT (8500 rpm. flujo ca. 1.1 l/minuto). La parte superior del 
mezclador est^ ajustada con un serpentin de enfriamiento (5-10 ^C) y un tubo de salida. 

30 el cual estd conectado al tubo de entrada del reactor p>or medio del tubo de silicona. Un 
sensor de temperatura est§ insertado en el tubo de silicona justo despu^s de la parte 
superior del mezclador. La unica conexi6n del sistema de la parte superior del reactor/ 
mezclador a la almosfera es a trav6s del condensador de reflujo. 

35 Procedimiento general para realizar el desgomado enzimatico 

Se enciende todo equipo de termostato y de enfriamiento. Entonces se agregan 
0,6 I (ca. 560 g) de aceite en el reactor, el cual se mantiene aproximadamente a la 
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10 


15 


20 


temperatura necesaria para et experimento especffico. Se enciende el mezclador de 
laboratorio y. de esta manera. el aceite comienza a drcuiar del reactor a la parte superior 
del mezclador y otra vez al reactor. Se deja que el sistema se equilibre durante 
aproximadamente 10 minutos, periodo durante el cual se sintoniza con precisi6n la 
temperatura. El perfodo de pretratamiento comienza con la adicion de 0,6 g (2.86 mmol) 
de monohidrato de ^cido citrico en 27 g MllliQ de agua (agua anadida vs. aceite equivale 
a 4.8% peso/peso: [acido citrico] en fase acuosa = 106 mM. en emulsi6n de agua/aceite = 
4.6 mM). que define t = 0. Cuando t = 30 minutos. se afiade una cantidad adecuada de 
solucidn 4 M de NaOH: 

0,0 equiv. 4 M NaOH _>pH 3 j 

1 .0 equiv. 4 M NaOH (0,714 mO -^pH 4,5 

1 ,5 equiv. 4 M NaOH (1 .07 ml) -*pH 5.0 

2,0 equiv. 4 M NaOH (1.43 ml) " ^pH 5.5 

2,5 equiv. 4 M NaOH (1 .79 ml) -»pH 6.2 

3,0 equiv. 4 M NaOH (2.14 ml) -^pH8.0 

Cuando t = 35 minutos. las muestras son extraldas para el andlisis de P y 
determinacidn del pH. Inmediatamente despu6s. se anade la cantidad requerida de 
solucidn enzimatica (final del periodo de pretratamiento). Las muestras para el andlisis de 
P y determinacidn del pH son extraldas cuando t = 1. 2. 3,5. 5. 6 horas y. entonces. 
termina la reaccibn. El sistema del reactor/mezclador es vaciado y enjuagado con 2x500 
ml 10% solucion de agua Dl/Deconex seguida por un minimo 3x500 ml de agua Dl. La 
tabia 8 es una presentaddn de las diferentes adiciones y muestras durante la reaccibn. 


Tabia 8. Horario para el desgomado enzim^tico 


Tiempo 

Adicion de 

Muestra 

An^iisis de P 

Detenninaci6n del pH 



X 


0 

Acido citrico 



5 min. 



X 

30 min. 


X 

X 

30 min. + 6 min. 

NaOH 



35 min. 


X 

X 

35 + 5 min. 

Enzima 



1 hora 


X 

X 

2 horas 


X 

X 

3,5 horas 


X 

X 

5 horas 


X 

X 

6 horas 


X 

X 


25 


Anaiisis del fosforo : 
Muestra para el an^lisis de P: 
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Coger 10 ml de agua en emulsi6n de aceite en un tubo de centrifugado de vidrio. 
Calentar la emulsion al bano marfa durante 30 minutos. Centrifugar a 5000 rpni durante 
10 minutos. Transferir aproximadamente 8 ml de fase superior (de aceite) a un 12 ml de 
tubo de poliestireno y dejar (reposar) durante 12-24 horas, Despu6s del reposo. tomar 
5 aproximadamente 1-2 g de la fase clara superior para el analisis del P. 

El analisis de P se efectu6 segun el procedimiento 2,421 de "^Standard Methods 
for the Anafysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7^ ed. (1 987)": 

Pear 100 mg de MgO (leicht, Merck #5862) en un plato de porcelana y calentar 
con un mechero de gas. Anadir 1-2 g de aceite y encneder con un mechero de gas para 
10 producir una masa negra y dura. Calentar en un horno Vecstar a 850*C durante 2 horas 
para producir las cenizas blancas. Disolver las cenizas en 5 ml de 6 M HN03 y anadir 20 
ml de mezda del reactivo. Dejar durante 20 minutos. Medir la absorbencia a 460 nm (usar 
un ensayo en vaci'o (5 ml HN03 + 20 ml mezcia de reactivos) para la reguiarizaci6n cero). 
Calcular mediante el uso de la cun/a de calibracidn. 
15 Detenminaci6n del pH 

Coger 2 ml de agua en la emulsion de aceite y mezclar con 2 ml de agua MilliQ. 
Despu^s de la separaci6n de la fase. pipetar la capa superior del aceite. Medir el pH en la 
fase acuosa con electrodo de pH Orion. Las medidas se transforman en valores "reales" 
de pH por la f6rmula 
20 pH^ = pH„«a.do-0.38. 

Una curva de calibracion se obtuvo mediante la disolucion de 0,6 g de 
monohidrato de 6ddo citrico en 27 g de agua Dl; el pH de esta soludon fue medido por el 
electrodo de pH Orion (pHreai). Se mezclaron 100 pi con 2 ml de agua MilliQ. y se midi6 el 
pH de esta soluci6n por el electrodo de pH Orion (pH,^Kto). El pH de la soluci6n de Acido 
25 citrico fue gradualmente cambiando mediante la adicidn de una solucidn NaOH y. para 
cada regularizaci6n, se reaiizaron ta dilucidn y medidas del pH en el modo descrito 
anteriormente). 

Ejempio 11 

30 Condlctones optimas del desgomado para Lecitase^ 

Todos los experimentos en relaci6n con el desgomado de aceite comestible se 
reaiizaron como se descrifc}e en el ejempio 10. 
Aceite: 

Aceite de semilla de colza desgomado con agua (Colzro) de Aarhus Oliefabrik, 
35 Dinamarca. 

Lote 000730/801200, 9 kg, contenido de P 186 partes por mill6n (0.47% fosf^tido). 
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El aceite no es un producto disponible comercialmente. pero se ha cogido 
directamente de la Knea de produccl6n de la fabrica. 
Enzima : 
Lecitase™ 10L 

5 Lote L646-F02 (101 90 U/mO, cone, estimada 20 mg/ml. 

Las condiciones especificas para una serie de experimentos de optimizaci6n del 
par^metro con Lecitase^*^ se presentan en la tabia 9. Las condiciones est^nd»r son: 
dosificaddn enzimatica 535 U/kg aceite (1,1 mg/kg aceite), 60 X. 2,0 eq. NaOH (pH 
5.5). La dosificaeion enzimatica ha sido variada de 268-1070 U/kg aceite, la temperatura 
10 ha sido variada de 40-70X y la adicidn de NaOH ha sido variada de 1,0-5.0 eq. 
correspondiente a los diferentes niveles de pH que se muestran en la tabIa 9. 


labia 9. Condiciones especificas para la optimizacion de Lecitase 


. Experimento # 

Aceite de 
semiOa de 
colza 

Temp. 
CO 

Eq- 
NaOH 

Nivel de 
pH. 

Dosificacidn de 
enzimas (IJifkg 
aceite> 

TO 

Colzro 1200 

60'C 

2i0 

5.5 

0 (vacio) 

21 

Colzro 1208 

60X 

0.0 

3.7 

0 (vacfo). 

8 

Colzro 1200 

60'C 

2.0 

5.5 

535 

9 

Colzro 1200 

60'C 

2,0 

5.5 

535 

11 

Colzro 1200 

60*C 

2.0 

5.5 

268 

12 

Colzro 1200 

60X 

2.0 

5.5 

1070 

15 

Colzro 1200 

70'C 

2.0 

5.5 

535 

17 

Colzro 1200 

SO'C 

2.0 

5.5 

535 

18 

Colzro 1200 

AO'C 

2.0 

5,5 

535 

19 

Colzro 1200 

60X 

1.0 

4.5 

535 

40 

Colzro 1209 

60'C 

1.5 

5.0 

535 

44 

Colzro 1429 

60°C 

2.5 

7.0 

535 

20 

Colzro 1200 

60°C 

3.0 

8.0 

535 


•pH de t = 35 min. - 6 horas. Dentro de este periodo de tiempo todas las determinaciones 


15 del pH estaban dentro de un margen limitado. Este hecho se ilustra en el ejempio 13 
posterior. 

En la tabIa 10 se ofrecen las presentaciones de los estudios de optimizacion 
separados. 

Los resultados en la tabIa 10 muestran que, 

20 i) de la investigacion dosis/reaccion puede observarse que la dosis de la enzima 
6ptima (a 60"C y 2.0 eq. NaOH) es de aproximadamente 535 U/kg aceite. La 
mitad de la dosificaci6n aumenta el tiempo del desgomado de aproximadamente 
3,5 a 6 horas y la dosificacion doble no aporta ningun cambio en el rendimiento 
del desgomado. Se insertaron los resultados enzim^ticos en bianco para 

25 comparar; 
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ii) 


iii) 


que la adicion 6ptima NaOH es aproximadamente de 2,0 eq. (pH a 
aproximadamente 5.5). con un rendimiento pobre a 1.0 eq. (pH a 
aproximadamente 4,5) y 3.0 eq. (pH a aproximadamente 8); 
que \a temperatura 6ptima es aproximadamente de 60'C. ya que 70'C no hace 
bajar totalmente eF nivel de P. 50*C aumenta el tiempo del desgoraado de 
aproximadamente 3.5 a 6 horas y 40'C propordona un rendimiento pobre. 


Tabia 10: Resultados de optimizaci6n de las condiciones de desgomado de Lecitase™ 


Ex 
# 

Tiempo' 
0 

Tiempo' 
0.50 

Tiempo' 
0.58 

Tiempo' 
1.0 

Tiempo' 
2.0 

Tiempo' 
3.5 

1 leiTipo 
5.0 

Tiempo'" 
6.0 

10 

160 

140 

116 

118 

108 

109 

105 

. 109 

21 

178 

149 


143 

142 

143 

147 

154 

8 

164 

139 

117 

85 

30 


2 

3 

9 

164 

136 

109 

79 

14 

4 

3 

4 

11 

183 

149 

123 

104 

78 

35 

10 

7 

12 

165 

131 

117 

71 

13 

3 . 

4 

3 

15 

170 

139 

127 

83 

23 

10 

11 

9 

17 

162 

134 

127 

95 

56 

15 

11 

5 

18 

176 

151 

136 

100 

66 

28 

24 

28 

19 

171 

139 

147 

142 

142 

118 

91 

80 

40 

184 

149 

157 

126 

109 

73 

40 

30 

44 

226 

202 

197 

148 

99 

66 

40 

34 

20 

165 

136 

111 

102 

90 

81 

73 

72 

Contenido de fdsforo (partes por mill6n) en la fase de aceite segun e 
horas. 

1 tiempo ini 

dicado en 


Ejempio 12 

Condiciones optimas del desgomado para una fosfolipasa Fusarium oxysporum 
segun la invencton 

El desgomado enzim^tico de todos los experimentos con el aceite comestible se 
realizd como se describe en el ejempio 10. 
Aceite : 

Aceite de semitia de colza desgomado con agua (Colzro) de Aarhus Oliefabrik, 
Dinamarca. 

Lote C00730/B01208. contenido de P aproximadamente 200 partes por mill6n 
Lote C00730/B01 209, contenido de P aproximadamente 200 partes por miII6n 
Lote C00730/B01429. contenido de P 227 partes por mitl6n 
Lote C00730/B01430, contenido de P 252 partes por mill6n 

Los aceites no estin comercialmente disponibles, pero se han cogido 
directamente de la linea de producci6n de la f^brica. 
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Enzima : 

PL de Fusarium oxysporum que tiene la secuencia de amino^cidos mostrada en ta 
secuencia no 2. 

Lote F-9700123, OD280 1,48i pureza ca. 58%, cone, estimada 0,9 mg/ml. 
5 La enzima fue expresada recombinantemente y purificada en el modo descrito 
anteriomnente. 

Las condiclones especfficas para una serie de experimentos de optimtzacidn del 
par^metro con PL de Fusarium oxysporum se presentan en la tabia 1 1 . Las cpndiciones 
estandar son: dosificacion enzim^tica 1,6 mg/kg aceite, 40X. 1,5 eq. NaOH (pH 
10 aproximadamente 5,0). La dosificacion ehzimatica ha sido variada de 0,2-1.6 mg/kg de 
aceite, la temperatura ha sido variada de 30-50'*C y la ajdici6n de NaOH ha sido variada 
de 1 ,0-2,5 eq. correspondiente a los diferentes niveles de pH que se muestran en la tabIa 
11. 

15 TabIa 11. Condiciones especifieas para ta optimizaci6n de PL de Fusarium oxysporum. 


Experimento # 

Semilla de 

Temp. 

Eq. NaOH 

nivel de 

Dosificacion 


aceite de 
colza 

rc) 


pH 

enzim^itica (mg/kg 
aceite) 

31 

Colzro 1208 

40X 

1.5 

5.0 

1.6 

53 

Colzro 1429 

40"C 

1.5 

5.3 

1.6 

33 

Colzro 1209 

40X 

1.5 

5.0 

0.8 

35 

Colzro 1209 

40X 

1.5 

5.0 

0.4 

36 

Colzro 1209 

40X 

1.5 

5.0 

0.2 

38 

Colzro 1209 

50X 

1.5 

5,0 

1.6 

64 

Colzro 1430 

45X 

1.5 

5,0 

1.6 

39 

Colzro 1209 

30^ 

1.5 

5.0 

1.6 

32 

Colzro 1209 

40*'C 

1.0 

3.5 

1.6 

13 

Colzro 1200 

40X 

1.0 

4.5 

1.6 

45 

Colzro 1429 

40°C 

1,25 

5,0 

1.6 

46 

Colzro 1429 

40X 

1.75 

5,5 

1.6 

34 

Colzro 1209 

40X 

2,0 

5,5 

1.6 

37 

Colzro 1209 

40'C 

2.5 

6.2 

1.6 


Los resultados experimentales se presentan en la tabla 12 posterior. Las 
desviaciones de pH en el margen de tiempo de 35 min. - 6 horas se encuentran dentro 
de los intervales esperados, con s6lo irregularidades menores. 
20 En resumen, los resultados de la tabla 12 posterior muestran que, 

i) de las pruebas dosis/reaccidn puede observarse que la dosis de enzimas 6ptimas 
(a 40*0 y 1,5 eq. NaOH) es aproximadamente 0,8 mg/kg de aceite; 

ii) la adicion 6ptima NaOH es aproximadamente 1.5 eq. (pH aproximadamente 5,0), 
sin rendimiento a 1,0 eq. (pH aproximadamente 4.5) y con rendimiento limitado a 

25 2,0 eq. (pH aproximadamente 5,5) y 2.5 eq. (pH aproximadamente 6,2); y 
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iii) la temperatura 6ptima es alrededor de 45'C. y SO'C proporciona un rendimiento 
limitado. 


Tabia 12: Resultados de la optimizacidn de las condiciones del desgomado de Fusarium 
5 oxysporum 


Ex 

ji 
ff 

Tiempo 
0 

nempo 
0,50 

Tiempo' 
0,58 

Tiempo' 
1.0 

Tiempo' 
2.0 

Tiempo' 
3,5 

Tiempo' 
5.0 

Tiempo' 
6,0 

Ol 

169 

130 

136 

15 

8 

7 

8 

7 

53 

232 

203 

208 


in 

7 

7 

4 

33 

188 

156 

160 

27 

7. 

6 

6 

8 

35 

181 

153 

153 

78 

5 

5 

4 

6 

36 

187 

162 

157 

117 

61 

32 

20 

15 

36 

187 

149 

146 

84 

83 

68 

58 

55 

64 

252 

192 

201 

10 

4 

4 

4 

4 

39 

184 

163 

158 

36 

7 

7 

9 

9 

32 

167 

137 

165 

152 

146 

151 

148 

146 

13 

170 

140 

141 

140 

133 

126 

130 

131 

45 

221 

189 

195 

161 

118 

99 

92 

95 

46 

225 

187 

163 

93 

4 

7 

6 

15 

34 

189 

174 

165 

61 

27 

25 

26 

19 

37 

205 

168 

157 

88 

22 

23 

20 

21 


horas. 


tiempo indicado en 


Ejempio 13 

10 llustracion de las desviaciones estandar del pH durante un proceso de desgomadc 


enzimatico 


La tabIa 13 posterior muestra un ejempio medio de las desviaciones de! pH 
durante el proceso de desgomado enzimatico realizado como se describe en el ejempio 
10. 

15 Los experimentos son realizados con Lecitase™. Vease ejempio 1 1 para m^s detalles. 


TabIa 13: Valores de pH de t = 35 min. - 6 horas. 


Tiempo 
(lioras) 

pH 
Ex. #8 
(2.0 q.) 

pH 
Ex. #15 
(2.0 q:) 

pH 
Ex. #19 
(1.0 q.) 

pH 
Ex. #20 
(3.0 q.) 

0.58 

4.97 

5.80 

4.45 

7.38 

1.0 

5.82 

5.75 

4.46 

7.63 

2.0 

5.50 

5.44 

4.57 

8.13 

3.5 

5.35 

5.34 


8.37 

5.0 

5.25 

5.47 

4.47 

8.21 

6.0 

5.01 

5.26 

4,43 

8.05 
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Si no se mencionan adicionalmente en los ejenDpIos de los experimentos de 
desgomado enzimatico descritos aqui, las desviaciones estandar del pH. en dichos 
experimentos. resullaron como se muestran en la tabia 13 anterior. 

5 Ejenripio 14 

Comparacion de la capacidad del desgomado enzimatico de Lecitase^'*' y una 
fosfolipasa de Fusarium oxysporum segun la Invencion. 

En la figura 2, se muestran los resultados del PL segun sus condiciones 6ptimas 
respectivas. detenminados en los ejemplos 11 y 12 anteriores. 
10 Las condiciones experimentales mostradas en la figura 2: 

Lecitase™: pH 5,5 (2.0 eq, NaOH) y 1 mg enzima/kg de aceite 

(aproximadamente 535 U) (exp. # 9). 

PL de Fusarium oxysporum: 40 pH 5.0 (1.5 eq. NaOH) y 0.8 mg enzima/kg de 
aceite (exp. # 33). 

15 PL de Fusarium oxysporum: 45 X, pH 5.0 (1.5 eq. NaOH) y 1.6 mg enzima/kg de 

aceite (exp. # 64). 

Aparentemente, el PL de Fusarium oxysporum proporciona un efecto muy r^pido 
del desgomado en comparacidn con Lecitase™. 

El PL de Fusarium, segun la invencion, proporciona un desgomado casi total 
20 despues de aproximadamente 25 minutos de contacto con la enzima al aceite. 

Ejempio 15 

Determinacion de la cantidad de fosfolipidos no hidratables presente en diferentes 
tipos de aceites comestibles 

25 Aceites : 

-Aceite de semilia de colza crudo de Arhus Oliefabrik (AOM). Dinamarca. 

Lote C00745/B01146. contenido de P 609 partes por millon. Este lote contiene residues 

solidbs. 

-Aceite de semilia de colza caido de Scanola. (Dinamarca) 
30 Lote C00745/B01 593, contenido de P 31 5 partes por mill6n. 
-Aceite de semilia de colza coido filtrado 

Lote C00745/B01 146 filtrado. contenido de P 231 partes por mill6n. 
Este aceite es el lote C00745/B01146 anterior (609 partes por mill6n) filtrado a trav§s de 
. un filtro Johnson de lOOjim. 
35 -Aceite de semilia de colza crudo de Arhus Oliefabrik (AOM). Dinamarca. 
Lote C00745/B01700. contenido de P 459 partes por millon. 
-Aceite de semilia de colza de Lurgi. Alemania 
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Lote C00932/B0138T. contenido de P 148 partes por millon. 
-Aceite de soja crudo de Arhus Ollefabrik. Dinamarca. 
Lote C00744/B01145, contenido de P 593 partes por mill6n 

La determinaci6n de la cantidad de fosfoHpidos no hidratables presente en los 
5 diferentes tipos de aceites comestibles mostrados anteriormente se realize mediante el 
pretratamiento de los aceites con una soluci6n que incluye monohidrato de ^cido citrico 
en agua. tal como se describe en el ejempio 10 anterior. 
Brevemente. el proceso del pretratamiento incluye, 

i) tratamiento previo del aceite comestible, a 60*C. mediante la adicion de una 
10 soluci6n que incluye monohidrato de acido citrico en agua (agua anadida vs. 

aceite equivate a 4,8% peso/peso; [diddo citrico] en fase acuosa = 106 mM, en 
emulsidn de agua/aceite = 4.6 mM) durante 30 minutos; 

ii) transferencia de 10 ml de agua tratada previamente en una emulsion de aceite a 
un tubo; 

15 iii) calentamiento de la emulsi6n al bafto maria durante 30 minutos; 

iv) centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos, 

v) transferencia de aproximadamente 8 ml de la fase superior (de aceite) a un tubo 
nuevo y reposo durante 24 horas; 

Tras el reposo, coger 2 g de fase clara superior para la mediqion de! contenido de f6sforo 
20 no hidratable (partes por mill6n) en e! aceite comestible. El valor ppm fue determinado 
como se describe en el ejempio 10 anterior. 

Despues de este proceso, la cantidad de fosfolfpidos no hidratables presente en 
los diferentes tipos de aceites comestibles mostrados anteriormente fue, 

el aceite de semilla de colza crudo #1146 de AOM contiene materia s6Iida 
25 granulosa, la cual es parcialmente responsable del alto nivel de P (609 ppm); la filtracidn 
a trav6s de un tamiz Johnson de 100 pm produjo un aceite claro con un contenido de P 
de 231 partes por mill6n. 

□ pretratamiento del aceite cmdo y del aceite filtrado produjo un nivel de P de 140 
partes por mill6n, que es una medida de los fosfolfpidos no hidratables presente en el 
30 aceite; 

el contenido de fosfolfpidos de un aceite de semilla de colza crudo de Scanola se 
redujo de 315 partes por milI6n a aproximadamente 30 partes por mill6n mediante el 
pretratamiento; 

el contenido de fosfolfpidos de una semilla de aceite de colza obtenido de Lurgi 
35 (probablemente mezcia arbitraria de aceite crudo y aceite totalmente refinado) se redujo a 
60 partes por millbn mediante el proceso de pretratamiento; 
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el pretratamiento de aceite de semilla de colza crudo #1710 de AOM redujo el 
contenido de P de 459 a 200-250 partes por milldn; . 

con aceite de soja cmdo #1 145 de AOM. el pretratamiento redujo el nivel de P de 
593 a 10 partes por miII6n. Este aceite de soja constituye un ejemplo de aceite que 
5 pueden ser desgomados solo mediante el desgomado con el tratamiento de cltratc^gua. 
La adicidn ehzimdtica a este aceite de soja crudo despu6s del pretratamiento no redujo 

mds el contenido de P. 

Estos dates muestran que la composici6n de fosfollpidps (fosfolfpido hidratafeliB vs. 
fosfollpido no hidratable) del aceite de semilla de colza crudo varfa inmensamente de un 
10 lote para otro y. consecuentemente. el nivel de fosfoHpidos restante en el ac^te de 
semilla de colza desgomado con agua variar^ en un amplio margen (30 partes por mill6n 
(Scanola) a 200-250 partes por miII6n (AOM)). 

Para el desgomado enzimatico, la dosificaci6n de enzimas 6ptimas depende de ta 
cantidad de fosfoHpidos no hidratables presente despu6s del desgomado o 
15 pretratamiento. 

Ademas. cuanto m^s alta es la cantidad de fosfoHpidos no hidratables presente en 
el aceite, m^s util es el metodo del desgomado enzimatico. 

Este hecho se ilustra tambien en el ejemplo 16 posterior, donde la presente 
invencion muestra el desgomado enzimatico del aceite de semilla de colza crudo #1146. 
20 el cual tiene un nivel de fosfoHpidos no hidratables de alrededor 140 partes por miII6n. 

Ejemplo 16 

El desgomado del aceite confiestlble de semilla de colza crude (I) 

Los experimentos A y B fueron realizados segun el "Procedimiento general para 
25 realizar el desgomado enzimatico" como se describe en el ejemplo 10 anterior, 
Aceite : 

Aceite de semiila de colza crudo de Arhus Oliefabrik (AOM). Dinamarca. 
Lote C00745/B01146, contenido de P 609 partes por mill6n. Este lote contiene residues 
s6lidos. 
30 Enzima : 

Lecitase™ 10L 

Lote L646-F02 (10190 U/ml). cone, estimada 20 mg/ml 

PL de Fusarium oxysporum que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la 
secuencia No. 2. 

35 Lote F-9700123. OD280 1 .48. pureza ca. 58%, cone, estimada 0.9 mg/ml. 

La enzima fue expresada recombinantemente y purificada en el mode descrito 
anteriormente. 
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Experimento A f referenda) 

Se agregan 0.6 I (580 g) de aceite de semiBa de colza crudo en el equipo y se caKentan a 
60'e. Cuando t = 30 minutes, se agregan 1.43 ml (5.7 mmoles) de soluci6n 4 WNaOH 
produaendo un pH de aproximadamente 5.6. Cuando t = 35 minutos. se agregan 30 pi 
(300 Unidad) de Lecitase 10L (obtenida de Novo Nordisk A/S). El contenido de f6sforo 
medido en la fase de aceite tras el centrifugado. as! como los valores de pH en. la fase 
acuosa. se muestran en la tabia 14. 


10 


15 


TabIa 14. Resultados deldesgomado de aceUe de semllla de colza crudo con Lecitase™. 



Experimento R 

Se agregan 0.6 I (581 g) de aceite de semllla de colza crudo en el equipo y se calientan a 
40'C. Cuando t = 30 minutos. se afiaden 1.07 ml (4.3 mmoles) de soluci6n 4 M NaOH 
produciendo un pH de aproximadamente 5.4. Cuando t = 35 minutos. se ai^aden 1 ml (0 9 
Mg) de una soluci6n purificada (ejempio 2) de la fosfolipasa F. oxysporum. El contenido 
de f6sforo medido en la fase de aceite tras el centrifugado. as! como los valores de pH en 
la fase acuosa. se muestran en la tabIa 15. 


TabIa 15. Resultados del desgomado de aceite de semilla de colza crudo con fosfolipasa 
20 F. oxysporum. 



Ejempio 17 

Desgomado del aceite comestible de semilla de colza cruda (II) 

Los experimentos A y B fueron realizados segun el Trocedimiento general para 
25 realizar el desgomado enzimStico" como se describe en el ejempio 10 anterior. 
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Aceite : 

Aceite de semilla de colza cmdo de Arhus Oliefabrik (AOM), Dinamarca. 
Lote C00745/B01710, contenido de P 459 partes por millon. 
Enzinria : 
5 Lecilase^lOL 

Lote L646-F02 (10190 U/ml). cone, estimada 20 mg/ml 

PL de Fusarium oxysporum que tiene la secuencia de amino^cidds mostrada en la 
secuencia No. 2. 

Lote F-9700476. OD280 0.8. pureza ca. 58%. cone, estimada 0,45 nng/rnl. 
10 La enzima fue expresada recombinantemente y purificada en el modo descrito 
anteriomnente. 
Experimento A 

Se agregan 0,6 I (580 g) de aceite de semilla de colza crudo en el equipo y se calientan a 
60*C. Cuando t = 30 minutos. se agregan 1.43 ml (5.7 mmoles) de solucion de 4 M 
15 NaOH. produciendo un pH de aproximadamente 5.6. Cuando t = 35 minutos, se anade 
una cantidad apropiada (p. ej. 50 \x\ (alrededor de 500 unidades) por 1 mg enzima/kg 
aceite) de Lecitase 10L (obtenida de Novo Nordisk A/S). El contenido de fosforo medido 
en la fase de aceite tras el centrifugado se muestra en la tabia 16. 

20 TabIa 16. Resultados del desgomado de aceite de semilla de colza caido con Lecitase. 


Tiempo 

1 mg Lecitase/ 

2 mg Lecitase/ 

3 mg Lecitase/ 

(horas) 

kg aceite 

kg aceite 

kg aceite 


P(ppm) 

P(ppm) 

P(ppm) 

0 

459 

459 

459 

0.50 

251 

235 

248 

0,58 

202 

194 

202 

1,0 

181 

186 

183 

2.0 

165 

156 

107 

3.5 

111 

66 

11 

5.0 

52 

12 

12 

6.0 

20 

5 

9 


Experimento B 

Se agregan 0.6 I (581 g) de aceite de semilla de colza crudo en el equipo y se calientan a 
40"C. Cuando t = 30 minutos. se agregan 1,07 ml (4.3 mmoles) de soluci6n 4 M NaOH. 
25 produciendo un pH de aproximadamente 5.0. Cuando t = 35 minutos. se anaden una 
cantidad apropiada (es decir 1 .6 mg enzima/kg aceite, y 3.2 mg enzima/kg aceite) de una 
soluci6n purificada de la fosfolipasa de F. oxysporum. El contenido de fosforo medido en 
la fase de aceite tras el centrifugado se presenta en la tabIa 17. 
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Tabia 17. Resultados del desgomado de aceite de semilla de colza crudo con fosfolipasa 
de F. oxysponim. 


Tiempo 
(noras) 

1 .6 mg Fusariumf 
kg aceite 

3,2 mg FusariumI 
kg aceite 
r(ppm) 

0 
0.50 

459 
236 

459 

0.58 

193 

208 
173 

1.0 

109 

96 

2.0 

9 

7 

3.5 

9 

8 

5.0 

9 

9 

6.0 

9 

9 


10 


15 


20 


En resumen los resultados muestran. 
Lecitase. 60'C. dH 5.5 

La dosificacidn enzimdtica vari6 de 1.0 a 3.0 mg/kg aceite. Los resultados se 
presentan en la tabIa 16 anterior. En una dosificaci6n enzimdtica de 1.0 mg/kg. el 
desgomado de aceite fue lento y produjo aproximadamente 20 partes por mill6n tras 6 
horas. Con dosificaciones enzim^ticas elevadas, el rendimiento del desgomado mejor6 
para producir un contenido de fdsforo de 10 partes por mill6n despu6s de 
aproximadamente 3,5 horas con 3.0 mg enzima/kg aceite. 

Se asume que el rendimiento mejorarS adicionaimente si se emplean 
dosificaciones mSs elevadas de enzima. 
F. oxYSDorum PL. 45°C. pH 5.0 

Se evaluaron las dosificaciones enzimdticas 1.6 y 3,2 mg/kg aceite. y el 
rendimiento resultd ser igualmente bueno (tabIa 17 anterior). Con 1.6 mg de enzima/kg 
aceite -o posiblemente inferior- se observ6 un desgomado excelente produciendo 9 
partes por millon de P despu6s de aproximadamente 2 horas. Se incluye la posibilidad de 
usar cantidades todavia mas inferiores de la fosfolipasa F. oxyspomm (p. ej. 0,9 mg/kg 
aceite) y conseguir todavia un buen rendimiento del desgomado. 


25 


Ejempio 18 

Desgomado de aceite comestible desgomado con agua usando una preparaclon de 
fosfolipasa obtenida de Fusarium culmorum 

Un experimento segun el "Procedimiento general para realizar un desgomado 
enzimatico" se realizo como se describe en el ejempio tO anterior. 
Aceite : 

Aceite de semilla de colza desgomado con agua de Artius Oliefabrik (AOM). Dinamarca. 
Lote C00730/B01 700. contenido de P 231 partes por mill6n. 
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Enzima : 

Un caldo de fenmentacibn de Fusarium culmorum. 

Una cepa de Fusarium culmorum fue cuitivada. centrifugada y el sobrenadante purificado 
como se describe a continuacion. 
5 Se produjeron cultivos de semilla de la cepa de Fusarium culmorum CBS 513.94 

(fecha de dep6sito 25 de octubre de 1994) en frascos de agitacidn de 500 ml con 100 ml 
de la composicion siguiente: 

Licor de maiz impregnado (seco) 12 g/I 

Glucosa 24 g/I 

10 A cada frasco se anaden 0,5 g de CaCOs y 0,5 ml de aceite. 

El pH se ajusta a 5,5 antes de la esterilizaci6n en autoclave. 

Despu6s de 3 dias a 26"C y 250 rpm, se inocularon 5 ml de cada uno de los 
cultivos de la semilla en frascos de agitad6n con 100ml del siguiente medio: 


Peptona, Difco0118 6 g/I 

15 Pepticasa, Sheffield Products 4 g/I 

Extracto de levadura, Difco 0127 3 g/I 

Extracto de carne, Difco 01 26 1 ,5 g/l 

Dextrosa, Roquette 101-0441 1 g/I 

Aceite de oliva, Sigma 10 g/I 


20 El pH de ajusta a 7,3-7,4 antes de la esterilizacion en autoclave. 

El cultivo tuvo lugar durante 9 di'as a 26*C y 250 rpm. Los caldos fueron 
centrifugados y filtrados (0,45 (m), los sobrenadantes recogidos y aplicados para el 
experimento del desgomado que se muestra a continuaci6n. 
Actividad estimada 200 PHLU/ml. 

25 

Experimento: Desgomado enzimatico de un aceite desgomado con aoua usando una 
preparad6n de fosfolipasa obtenida de Fusarium culmorum 

Se agregan 0.6 I (581 g) de aceite de semilla de colza crudo en el equipo y se 
calientan a 40X. Cuando t = 30 minutos, se agregan 1.43 m! (5.7 mmoles) de solucion 
30 de 4 M NaOH. produciendo un pH de aproximadamente 5.5. Cuando t = 35 minutos. se 
anade una cantidad apropiada (es decir 1070 PHLU/kg aceite) de una soluci6n purificada 
de fosfolipasa F. culmorum. El contenido de fbsforo medido en (a fase de aceite tras el 
centrifugado se muestra en la tabia 18. 
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Tabia 18. Resultados del desgomado de aceite de semilla de colza crudo con fosfolipa 
de F. culmorum. 


sa 


Tiempo 
(horas) 

1070 U F. cufmontm/kg aceite 
rippm) 

0 

254 

0.50 


0.58 

213 

1.0 

137 

2.0 

61 

3.5 

9 

5.0 

8 

6.0 

7 


Ejempio 19 

Desgomado enzimitico de aceite crude usando Degomma VOD 

Aceite 

Aceite de semilla de coba crudo C00745/B01700. contenido de P 459 partes por milldn 
Efizima 

Una fosfolipasa disponible comerdalmente Degomma VOD (Rehm; Alemania), cone. est. 
lOmg/ml. 

Se agregan O.S I (581 g) de aceite de semilla de colza crudo en el equipo y se 
calientan a 50-C. Cuando t = 30 minutos. se aAaden 0.714 ml (2.86 mmoles) de solucidn 
4 M NaOH. produciendo un pH de aproximadamente 4,5. Cuando t = 35 minutos, se 
afiade una cantidad apropiada (es decir 3.6 mg/kg aceite, o 7.1 mg/kg aceite) de una 
soluci6n purificada de fosfolipasa Degomma VOD. El contenido de f6sforo medido en la 
fase de aceite tras el centrifugado se muestra en la labia 19. 

TabIa 19 


Tiempo 

3.6 mg/kg aceite 

7,1 mg/kg aceite 

0 

276 

273 

0.50 

216 

253 

0.58 

210 

246 

1.0 

127 

94 

2.0 

45 

16 

3,5 

15 

7 

5.0 

15 

10 

6.0 

14 

10 


Este ejempio ilustra que Degomma VOD es capaz de desgomar un aceite 
comestible. No obstante, con el objetivo de obtener un desgomado satisfactorio de dicho 
aceite. se requieren dosis relativamente altas de Degomma VOD en comparaci6n con la 
fosfolipasa Fusariumde la invencidn. V§ase p. ej. los ejemplos 16 y 17 para comparar. 


# --r". 
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Eiemplo2a 

Uso de una fosfolipasa obtenida de F. oxysporum como agente para mejorar et pan. 


Materiales V m^todos 
Preparacidn del pan 

Pan bianco y panecillos de masa tipo europea fueron preparados a partir de la si^iente 
receta bdsica: 


Receta basica 
Harina (Meneba BBZ) 
10 Agua 
Levadura 
Sal 

Azucar 

Aeido ascdrbico 
15 P rocedimiento de coccion 

Mezcia (mezclador espiral). 625 rpm 

Mezcia (mezclador espiral). 1250 rpm 

Evaluacion de la masa 

Fermentacion (temperatura ambiente) 
20 Colocacion en bandeja/moldeado 

Reposo a temperatura ambiente 

Mezcia 

Reposo a temperatura ambiente 
Colocacion en bandeja/moldeado/colocaci6n en molde 
25 Tratamiento (32X. 82% RH) , Panecillos: 

Pan en molde: 
Coccion (230X) Panecillos: 

Pan en molde: 


100%(2000g) 
61 % 
4% 
1,5% 
1.5% 

40 partes por milton 


3 minutes 
3.5 minutes 
7 minutes 
15 minutos 
3 minutos 
5 minutos 
2 minutos 
5 minutos 
2 minutos 

45 minutos 
55 minutos 

22 minutos 
35 minutos 


30 Evaluacion de la masa v los productos homeados 

Las propiedades de la masa y los productos homeados se determinaron de la 
siguiente manera: 
Indice de volumen especlfico : 

El volumen de una barra de pan o panecillo se mide mediante el m6todo 
35 tradicional de desplazamiento de la semilla de colza. E! volumen especifico se calcula 
como ml de volumen por g de pan. El volumen especifico de! control (sin enzima) se 
define como 100. El fndice de volumen especifico relative se calcula como: 
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indice de volumen especificb = 


voiumen especiifico de la baira de pan 


100 


volumen especffico de la barra de pan de control 


La pegajosidad de la masa se evalua segijn la escala siguiente: 
Condld6n del panecillo muy piano 

piano 

normal 

bueno/redondo 
buenfsimo 
demasiado redondo 

Resultados 
Tabia 20 


1 
2 
3 
4 
5 
6 


Enzima/aditrvo 

Lecimultin 100*(q/kq harina) " 
Fosfolipasa F.o.(LU/kq harina) 
Indice de volumen especffico 
(panecillos) 

100 

500 
110 

1500 
106 

3000 
93 

1 

99 

1 

500 
111 

1 

1500 
116 

1 

3000 
108 

Indice de volumen especlfico 
(pan en molde) 

100 

106 

99 

94 

102 

107 

109 

103 

Condici6n del panecillo 
(resuitado) 

3 

4 

4 

3 

3 

4 

5 

4.5 


Los resultados muestran un efecto claro que aumenta el volumen de la fosfolipasa 
Fusarium oxysporum en los panecillos y en el pan colocado en el molde. en la receta que 
no contiene lecitina. Si se Incluye lecitina en la receta. se obtienen efectos de volumen 
todavia mejores. aunque la lecitina en si no contribuye a aumentar el volumen. Un 
anaiisis estadistico (ANOVA. (=0.05). realizado en Statgrafics Plus, liberacion 3.0. 
muestra una sinergia positiva significante entre fosfolipasa y lecitina. 

Tanto con como sin lecitina en la receta. se obtiene una fomia significativamente 
mejorada de los panecillos (condici6n del panecillo) con fosfolipasa F. oxysporum. En 
este ejempio, la mejor condicidn del panecillo se obtuvo mediante la combinaci6n de 
lecitina y fosfolipasa (1 500 LU/kg harina). 

Ejempio 21 

Uso de una fosfolipasa obtenida de F. oxysporum como agente contra el 
endurecimiento del pan 
Materiales v m6todos 
Preparacion del pan 
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Pan bianco y panecillos con masa tipo europea fueron preparados a partir de fa siguiente 
receta bdsica: 


100 % (2000g) 
61 % 
5% 
1.5% 
1.5% 

40 partes per millon 


Receta basica 
Harina (Meneba BBZ) 
5 Agua 
Levadura 
Sal 

Azucar 

Acido ascdrbico 

10 Procedimiento de coccion 

Mezcia (mezclador espiral). 625 rpm 3 minutes 

^ Mezcia (mezclador espiral). 1250 rpm 3,5 minutes 

Evaluacion de la masa 7 minutos 

Fermentacion (temperatura ambiente) 15 minutos 

15 Colocacion en bandeja / moldeado 3 minutos 

Reposo a temperatura ambiente 5 minutos 

Mezcia 2 minutos 

Reposo a temperatura ambiente 5 minutos 

Colocacibn en bandeja/moldeado/coIocaci6n en molde 2 minutos 

20 Tratamiento (32'C, 82% RM) 55 minutos 

Coccion (230X) 35 minutos 

En este ejemplo. las barras de pan fueron colocadas en moldes con tapa con el 
objetivo de evitar diferencias en los volumenes especlficos antes del an^iisis de textura. 
Despues del enfriamiento, las barras fueron almacenadas a temperatura ambiente y 

25 embaladas en bolsas de plastfco. 


30 


35 


Evaluacion de los productos homeados 

La evaluacion de la dureza y textura del pan puede realizarse segun e! metodo 
AACC 74-09. La evaluacion de la blandura de las migas de pan como indlcadores de la 
dureza del pan se realize 0. 1. 3. y 7 dias despu6s de la coccion. segun el siguiente 
procedimiento: 

Una rebanada de pan fue comprimida a velocidad constante en un analizador de 
textura (TA TX-2) y la fuerza para compresion fue medida en g. La solidez de la miga se 
mide como la fuerza a una compresidn del 25%. La solidez de una miga de pan aumenta 
a medida que el pan se vuelve duro. 
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Resultados 

Los resultados de las medidas de la solidez como funcidn de Ids dfas del 
almacenamiento se muestran en la tabia 2. Se aftadi6 Lecimultina en una concentraci6n 
de 1 g/kg de harina y se anadi6 fosfolipasa Fusarium oxysporum en una dosrficadon de 
500 U/kg de harina. Cada figura en la tabIa es el valor medio de 6 medidas (2 barras de 
pan, 3 medidas en cada una). 


TabIa 21 


Enzima/aditivo 


Control 


Ledmultina 100* 


Solldez 
DfaO 


223 


225 


Solidez 
Ola 1 


350 


261 


Solidez 
Dia3 


631 


532 


Solidez 
D\a7 


1061 


1010 


ipasa 


Ledmultina 100* 
Fosfolipasa 


201 


169 


303 


304 


573 


468 


1257 


834 


* Preparadon de ledtina comercial para la cocddn (Superfos. Dinamarca). 

Como se muestra en la tabIa 21, e! pan tratado con fosfolipasa era ligeramente 
m^s blando que el control hasta 3 dfas de almacenamiento. En combinaci6n con ledtina, 
podria obtenerse un significante efecto contra el endurecimiento del pan a traves del 
almacenamiento completo (no puede obtenerse s6lo con lecitina o fosfolipasa). 
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Lista de secuencias 

La secuencia ID No. 1 muestra una secuencia clonada de ADN de la invenci6n. 
incluyendo una secuencia de ADN que codifica una enzima que presenta actividad 
fosfolipasa. 

5 

(2) lnformaci6n para la secuencia ID no: 1: 

(i) Caracterfsticas de la secuencia: 

(A) Ldngitud: 1170 pares de bases 

(B) Tipo: dcido nucleico 
10 (C) Cadena: unica 

(D) Topologia: lineal 

(ii) Tipo de moF^ula: ADNc 
(vi) Fuente original: 

(A) Organismo: Fusahum oxysporum 
15 (B) Cepa: DSM 2672 

(ix) Caracterfstica: 

(A) Nombre/clave: CDS 

(B) Posicion: 23.. 1063 

(xi) Descripcion de la secuencia: secuencia ID no: 1: 

20 

TTGGAGAATA TTCCTTGTCA GG ATG CTT CTT CTA CCA CTC CTC TCG GCC ATC 52 

Met Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala He 
15 10 

25 ACC CTC GCG GTA GCC AGT CCT GTA GCT CTC GAC GAC TAC GTC AAC TCT 100 
Thr Leu Ala Val Ala Ser Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr Val Asn Ser 
15 20 25 

CTT GAG GAG CGA GCT GTT GGT GTC ACT ACA ACC GAC TTC AGC AAC TTC - 148 
30 Leu Glu Glu Arg Ala Val Gly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe 
30 35 40 

AAG TTC TAC ATC CAA CAC GGC GCC GCA GCT TAC TGC AAC TCT GAA GCC 196 
Lys Phe Tyr He Gin His Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Glu Ala 
35 45 50 55 

GCA GCT GGT TCC AAG ATC ACC TGC TCC AAC AAT GGC TGT CCA ACC GTT 244 
Ala Ala Gly Ser Lys He Thr Cys Ser Asn Asn Gly Cys Pro Thr Val 
60 65 70 

40 
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30 
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CAG GGC AAC GGA GCG ACC ATC GTG ACA TCT TTC GTT GGC TCC AAG ACA 
Gin Gly Asn Gly Ala Thr He Val Thr Ser Phe Val Gly Ser Lys Thr 

90 


80 85 


40 


GGT ATC GGT GGC TAG GTC GCG ACA GAC TCT GCC CGA AAG GAA ATC GTC 
Gly lie Gly Gly Tyr Val Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lys Glu He Val 
95 100 105 , 

GTC TCG TTC CGC GGA AGC ATC AAT ATT CGA AAC TGG CTT ACC AAC CTC 
Val Ser Phe. Arg Gly Ser He Asn He Arg Asn Trp Leu Thr Asn Leu 
"0 115 J20 


25 ACA GGC CAC TCC CTT GGA GGT GCC GTC GCC GTT CTT GCT GCC GCA AAC 
Thr Gly His Ser Leu Gly Gly Ala Val Ala Val Leu Ala Ala Ala Asn 
175 180 


292 


340 


338 


43 6 


GAC TTC GGC CAG GAA GAC TGC AGT CTC GTC TCT GGA TGC GGT GTG CAC 
Asp Phe Gly Gin Glu Asp Cys Ser Leu Val Ser Gly Cys Gly Val His 
15 125 130 135 

TCT GGC TTC CAG CGA GCC TGG AAT GAG ATC TCQ TCT CAA GCA ACC GCT 484 
Ser Gly Phe 61n Arg Ala Trp Asn Glu He Ser Ser Gin Ala Thr Ala 
140 145 


GCT GTT GCC TCC GCC CGC AAG .GCG AAC CCT TCT TTC AAC GTC ATT TCT 532 
Ala Val Ala Ser Ala Arg Lys Ala Asn Pro Ser Phe Asn Val He Ser 
160 165 170 


580 


TTC AGA GTC GGT GGA ACA CCC GTC GAT ATT TAC ACC TAC GGC TCT CCC 628 
Leu Arg Val Gly Gly Thr Pro Val Asp He Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro 

195 200 


CGT GTC GGA AAC GCG CAG CTC TCA GCC TTC GTC TCA. AAC CAG GCT GGT 676 
Arg Val Gly Asn Ala Gin Leu Ser Ala Phe Val Ser Asn Gin Ala Gly 
35 205 210 215 

GGA GAG TAC CGC GTT ACA CAC GCT GAT GAC CCT GTC CCC CGT CTC CCT 724 
Gly Glu TVr Arg Val Thr His Ala Asp Asp Pro Val Pro Arg Leu Pro 
220 225 230 


CCT CTC ATC TTC GGA TAC AGG CAC ACA ACT CCT GAG TTC TGG CTC TCC 772 
Pro Leu He Phe Gly Tyr Arg His Thr Thr Pro Glu Phe Trp Leu Ser 
240 245 250 
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GGC GGT GGA GGC GAC AAG GTT GAC TAG AGO ATC AGC GAT GTC AAG GTC 820 
Gly Gly Gly Gly Asp Lys Val Asp Tyr Thr lie Ser Asp Val Lys Val 
255 260 265 

5 

TGT GAG GGT GOT GCC AAC CTT GGA TGC AAC GGT GGA ACT GTT GGT TTG 868 
Cys Glu Gly Ala Ala Asn Leu Gly Cys Asn Gly Gly Thr Leu Gly Leu 
270 275 280 

10 GAT ATT GCT GOT CAT CTG CAT TAC TTC CAG GCG ACT GAC GCC TGT AAC 916 
Asp lie Ala Ala His Leu His Tyr Phe Gin Ala Thr Asp Ala Cys Asn 
285 290 295 

GCT GGT GGC TTC TCT TGG CGA CGA TAC AGA AGC GCC GAG AGC GTC GAC 964 
15 Ala Gly Gly Phe Ser Trp Arg Arg Tyr Arg Ser Ala Glu Ser Val Asp 
300 305 310 

AAG AGG GCC ACC ATG ACT GAT GCC GAG CTT GAG AAG AAG CTG AAC TCT 1012 
Lys Arg Ala Thr Met Thr Asp Ala Glu Leu Glu Lys Lys Leu Asn Ser 
20 315 320 325 330 

TAT GTC CAG ATG GAT AAG GAG TAT GTG AAG AAT AAC CAG GCC CGC TCT 1060 
Tyr Val Gin Met Asp Lys Glu Tyr Val Lys Asn Asn Gin Ala Arg Ser 
335 340 345 


25 


30 


TAA CGAGGGTATG AGGTTTGATG GGAAATGACA TGATTCATGA ACGAAACCAT 1113 
* 

AGTACATATG ATGCAAATAG GATATAAAAA CATATTTCAT TCACTAGCTT TACACAA 1170 

La secuencia ID No. 2 muestra la secuencia de aminoacidos de una fosfolipasa de la 
ihvenci6n 


(2) Informacidn para la secuencia ID No: 2: 
35 (i) Caracteristicas de la secuencia: 

(A) Longitud: 346 aminoacidos 

(B) Tipo: amino^cido 
(D) Topologfa: linear 

(ii) Tipo de mol6cula: protefna 
40 (xi) Descripcidn de la secuencia: secuencia ID No: 2: 
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Met Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala lie Thr Leu Ala Val Ala Ser 
1 5 10 15 

Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr Val Asn Ser Leu Glu Glu Arg Ala Val 
20 25 30 

Gly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe Lys Phe Tyr lie Gin His 
35 40 45 

Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Glu Ala Ala Ala Gly Ser Lys He 
50 55 60 

Thr Cys Ser Asn Asn Gly Cys Pro Thr Val Gin Gly Asn Gly Ala Thr 
^5 70 75 80 

He Val Thr Ser Phe Val Gly Ser Lys Thr Gly He Gly Gly Tyr Val 
85 90 95 

Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lys Glu He Val Val Ser Phe Arg Gly Ser 
100 105 110 

He Asn He Arg Asn Trp Leu Thr Asn Leu Asp Phe Gly Gin Glu Asp 
115 120 125 

Cys Seir Leu Val Ser Gly Cys Gly Val His Ser Gly Phe Gin Arg Ala 
130 135 140 

Trp Asn Glu He Ser Ser Gin Ala Thr Ala Ala Val Ala Ser Ala Arg 

150 , 155 160 

Lys Ala Asn Pro Ser Phe Asn Val He Ser Thr Gly His Ser Leu Gly 
165 170 175 

Gly Ala Val Ala Val Leu Ala Ala Ala Asn Leu Arg Val Gly Gly Thr 
180 185 190 


Pro Val Asp He Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro Arg Val Gly Asn Ala Gin 
195 200 205 


85 


Leu Ser Ala Phe Val Ser Asn Gin Ala Gly Gly Glu Tyr Arg Val Thr 
210 215 220 

His Ala Asp Asp Pro Val Pro Arg Leu Pro Pro Leu lie Phe Gly Tyr 
5 225 230 235 240 

Arg His Thr Thr Pro Glu Phe Trp Leu Ser Gly Gly Gly Gly Asp Lys 
245 250 255 

10 Val Asp Tyr Thr He Ser Asp Val Lys Val Cys Glu Gly Ala Ala Asn 
260 265 270 

Leu Gly Cys Asn Gly Gly Thr Leu Gly Leu Asp He Ala Ala His Leu 
275 280 285 

15 

His Tyr Phe Gin Ala Thr Asp Ala Cys Asn Ala Gly Gly Phe Ser Trp 
290 295 300 

Arg Arg Tyr Arg Ser Ala Glu Ser Val Asp Lys Arg Ala Thr Met Thr 
20 305 310 315 320 

Asp Ala Glu Leu Glu Lys Lys Leu Asn Ser Tyr Val Gin Met Asp Lys 
325 330 335 

25 Glu Tyr Val Lys Asn Asn Gin Ala Arg Ser * 
340 345 
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Reivindicaciones 

1. Polipeptido que presenta actividad fosfolipasa A seleccionado del grupo consistente 

en: 

a) un polipeptido codificado por la parte que codifica fosfolipasa A de la secuencia de 
5 ADN clonada en plasmido pYES 2,0 presente en Escherichia colt DSM 1 1299; 

b) un polipeptido que tiene una secuencia de amino^cidos como se muestra en las 
posiciones 31-346 de la secuencia ID no 2; 

c) un polipeptido que tiene una secuencia de amino^cidos eomo se muestra en la 
posici6n 31-303 de la secuencia ID no 2; y 

10 d) un polipeptido que es homologo al menos en un 70 % con dicho potip6ptido 
definido en (a), (b) o (c). 

2. Polip6ptidodelarejvindicaci6n1, el cuales una fosfolipasa A1. 

3. Polinucledtido que incluye una secuencia seleccionada del grupo consistente en: 

a) la secuencia que codifica la fosfolipasa A clonada en plasmido pYES 2.0 presente 
15 en Esc/?e/7c/)/a CO// DSM 11299; 

b) nudeotidos 23-1063 de la secuencia ID No:1 ; 

c) nucle6tidos 1 13-1063 de la secuencia ID No:1; 

d) nucle6tidos 1 1 3-931 de la secuencia ID No:1 ; 

e) amino^cidos que codifican un polinucle6tido 31 r346 de la secuencia ID no 2; 
20 f) amino^cidos que codifican un polinucleotido 31-303 de la secuencia ID no 2; y 

g) un polinucleotido que es hom6logo al menos en un 70 % con cualquiera de los 
polinucleotidos precedentes, donde dicho polinucle6tido codifica un polipeptido que 
presenta actividad fosfolipasa A. 

4. Polinucleotido de la reivindicacion 3. el cual codifica un polipeptido de fosfolipasa A1 . 
25 5. Vector que incluye el polinucleotido de la reivindicaci6n 3 o 4. 

6. Ceiula huesped que incluye el vector de la reivindicacion 5. 

7. Ceiula huesped de la reivindicacion 6. la cual es una ceiula eucariotica, en particular 
una ceiula fungica como una ceiula fungica filamentosa, p. ej. Aspergillus o Fusarium, 

8. Metodo para la producci6n de fosfolipasa A, el cual comprende 

30 a) cultivo de la ceiula huesped de la reivindicacidn 6 o 7 bajo condiciones apropiadas 
para la expresion de dicha fosfolipasa y 
b) recuperacien de la fosfolipasa. 

9. Uso del polipeptido de la reivindicacidn 1 o 2 en un proceso que incluye el tratamiento 
de un fosfolipido o lisofosfolfpido con fosfolipasa para hidrolizar grupos acilos grasos. 

35 10. Uso del polipeptido de la reivindicacibn 1 o 2 en un proceso para reducir el contenido 
de fosfolipidos en un aceite comestible que tiene un contenido de fdsforo de 50-250 
partes por millon. incluyendo el tratamiento de aceite con el polipeptido para hidrolizar 
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una parte importante del fosfolipido y la separacion de una fase acuosa que contiene 
el fosfolipido hidrolizado del aceite. 
1 1 . Uso de! polipeptido de la reivindicaci6n 1 o 2 en un proceso para hacer un producto 
horneado, e! cual comprende la adicion del polipeptido a una masa y la coccion de la 


DILIGENCIA: La presente traduccion a! espaftol del texto ingles del fasciculo de Patente 
10 Europea numero 97610056.0 Publicado con el n° EP 869167 concedida con designacion 
de Espana ha side realizada para dar cumplimiento a lo establecido en el Decreto 
2424/1986 del 10 de Octubre. con la intervencion del Agente de la Propiedad Industrial 
acreditado ante el Registro espafiol. 

15 Tesifonte Enrique Tom^is Gil. registrado con el n** 824/9 
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masa para hacer el producto homeado. 
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